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ABSTRAKT

Vdiplomové práci byl studován rezonan ční p řenos energie mezi perylenem a
fluoresceinem vroztoku tetradecyltrimethylamoniumb romidu (TTAB) a vliv p řídavku
nativního a modifikovaného hyaluronanu na ú činnost p řenosu. Bylo zjišt ěno, že p řídavek
nativního hyaluronanu podporuje ú činnost p řenosu energie p ři nižších koncentracích
fluoresceinuap řídavekmodifikovanéhohyaluronanuovliv ňujemaximálníhodnotudosažené
účinnosti.
Při stanovovánihodnotykritickémicelárníkoncentrac e(CMC)bylozjišt ěno,žep řídavek
hyaluronanu výrazn ě ovlivnil hodnotu CMCTTAB, data nazna čují nejen tvorbumicel, ale
takétvorbuagregát ů hyaluronanusTTAB.
Pomocí zhášení fluorescence pyrenu cetylpyridiniumc hloridem (CPC) byla vypo čtena
agregační číslaTTABaTTABsp řídavkemnativního čimodifikovanéhohyaluronanu.Bylo
zjištěno,žep řídavekhyaluronanudo roztokuTTABm ěníhodnotupr ůměrnéhoagrega čního
čísla. Pomocí zhášení fluorescence bylo také zkoumán o, zda dochází kvým ěně rozpušt ěné
hydrofobnílátkymezimicelamiTTABajakýmáp řídavekmodifikovanéhohyaluronanuvliv
natutovým ěnu.Výsledkemexperimentubylo,žezadanýchpodmín ekkvým ěně rozpušt ěné
látky nedochází ani vsamotném TTAB ani vTTAB sp řídavkem modifikovaného
hyaluronanu.

ABSTRACT

In this thesis resonance energy transfer between pe rylene and fluorescein in
tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB) solution  was studied. The influence of
addition of native or modified sodium hyaluronate o n resonance energy transfer was also
investigated. The addition of native sodium hyaluro nate supports energy transfer at lower
fluorescein concentrations and the addition of modi fied sodium hyaluronate influences the
maximalvalueofenergytransfereffectivity.
Strong influence on the criticalmicelle concentrat ion (CMC)valueswith the addition of
sodiumhyaluronateduringCMCofTTABdetermination wasinvestigated.Thedataindicates
not only micelles formation, but also formation of aggregates of sodium hyaluronate with
TTAB.
AggregationnumbersofTTABwithadditionofnative andmodifiedsodiumhyaluronate
bythequenchingofpyrenebycetylpyridiniumchlor ide(CPC)wasinvestigated.Theaddition
of sodium hyaluronate into the solution of TTAB cha nges the average mean aggregation
number. Solute exchange between micelles of TTAB  a nd the influence of addition of
modified sodium hyaluronate on this exchange was al so investigated. No solute exchange
between micelles in TTAB and in TTAB with added mod ified sodium hyaluronate was
discoveredduringthisexperiment.
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1.ÚVOD

Koloidní roztoky jsou roztoky, které obsahují částice o velikosti vrozmezí 1–1000nm.
Mezi tyto roztoky řadíme i roztoky tenzid ů, pop řípadě biopolymer ů. Tenzidy jsou amfifilní
molekuly,kterésnižujípovrchovénap ětíkapalin.
Látky, které obsahují hydrofobní a hydrofilní domén y, jsou schopny organizovat se ve
vodě. Agregáty, které vytvá řejí nazýváme micely. V ětšina vlastností micelárního systému
vyplývá zjeho schopnosti inkorporovat do své struk tury široký výb ěr molekul, nap říklad
léčiva.
Vsou časnédob ě je zvyšovánzájemonalezení lé čbyproti rakovin ě.Chemoterapie,která
se nej častěji využívá má hodn ě vedlejších ú činků  na lidský organizmus a není moc dob ře
snášena.Proto je snahavyvinoutnosi čový systém lé čiv tak, abybyldob ře snášena p ůsobil
jen tam, kde má. Pro výb ěr vhodného systému pro distribuci lé čiv je d ůležité, aby daná
molekula, která agregáty vytvá ří a je schopná nést lé čivo, byla co nejvíce biokompatibilní
a biodegradovatelná. Jednou takovoumolekulou je bi opolymer, zvaný hyaluronan, který je
přítomenvmnoha částechlidskéhot ěla,a ť užjdeoklouby,k ůžinebosynoviálnítekutinu.
Zájem o hyaluronan vposlední dob ě vzrostl díky jeho asociativním vlastnostem a jeho
potenciálníaplikacivkosmetice,farmaciiamedicí ně.Nemodifikovanákyselinahyaluronová
našla d ůležité uplatn ění vchirurgii a dávkování lé čiv. Derivatizací hyaluronanu lze
přizpůsobit fyzikáln ě chemické vlastnosti podle požadovaných aplikací [1 , 2]. Díky jeho
biokompatabilitě a reologickým vlastnostem roste využití hyaluronan u jako sou část
syntetickyvyrobenýchmatricpro„scaffolding“tkán í[3].
Změny vmetabolismu hyaluronanu, jeho distribuce a fun kce byly dokumentovány p ři
mnohanemocech jako jeartritida, imunitníazán ětlivéporuchy,pulmonárnía cévnínemoci
nebo rakovina [4, 5]. Jedna znejúsp ěšnějších medicínských aplikací je lé čení
osteoartritidy[6]. Vzhledem ktomu, že biologické funkce hyaluronanu závisí na jeho
molekulové hmotnosti, byl zkoumán efekt dvou hyalur onanů  sr ůznými molekulovými
hmotnostmi na osteoartitidu a traumatickou artritid u [7]. Hodn ě rozší řená aplikace
hyaluronanujevoftalmologiinap říkladp řioperacišedéhozákalu[8].
Dvanejd ůležitějšíreceptoryhyaluronanuvlidskémt ěle jsouCD44[9],kterýjeumíst ěný
na povrchu bu ňky aRHAMM[10], který zprost ředkovává pohyblivost hyaluronanu.R ůzné
tumory,nap ř. epitheliální, st řevní,žalude ční, tumorvaje čníkuaakutní leukémie,majívelký
počet receptor ů  CD44 a RHAMM. Vd ůsledku toho tyto bu ňky vykazují zvýšené vázání a
internalizaci hyaluronanu. Mechanismus vázání hyalu ronanu na receptor CD44 dosud není
objasněn,aleuvádíse,žeCD44obsahujespeciálnívazebné místoprohyaluronan[9].
Vysoká specifita tumoru kinterakcím receptoru CD44  shyaluronanem a vysoká
biokompatibilita hyaluronanu inspirovala kvytvo ření konjugátu hyaluronanu scytotoxinem
kcílenélé čbětumoru.Konjugacenízkomolekulárníhohyaluronanus cytotoxickýmilékyjako
je paclitaxel, doxorubicin, mitomycin C a máselná k yselina byla již popsána vlitetartu ře.
Konjugace hyaluronanu spaclitaxelem využívá dihydr azidovou vazbu ke karboxolovým
skupinámhyaluronanuaukázalose,žesetentokonj ugátdostanedorakovinnébu ňkypomocí
CD44receptor ů  řízenýchendocytózou,kdenásledn ědošlokuvoln ěníaktivníholéku[11,12].
MytomycinCbylkhyaluronanup řipojenamidovouvazboumezilékemakarboxylovými
skupinami polymeru. Tento konjugát projevuje vynika jící ú činky p ři potla čování metastází
rakoviny[13].Bylastudovánasm ěsester ů hyaluronanuskyselinouretinovouamáselnoupro
léčbuakutnípromyelocytickéleukémie[14].
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Vtéto práci se snažíme zjistit, zda vtenzidických  systémech dochází kp řenosu energie
ajakýjevlivp řídavkunativníhoamodifikovanéhohyaluronanudoto hotosystémunap řenos
energie. Díky tomu je možné získat informace o chov ání micelárních systém ů  bez
a vp řítomnosti hyaluronanu. Pokud bude docházet kp řenosu energie, bude možné zjistit
vzdálenost dvou fluorofor ů  a p ři zvolení vhodné dvojice fluorofor ů  budemožné odhadnout
velikost agregát ů, které tenzid vytvo ří. Možnost studovat vliv p řídavku nativního či
modifikovaného hyaluronanu na vliv na velikost agre gátů  m ůže být ur čující pro schopnost
solubilizace daného systému. Pomocí splývání micel bude možné odhadnout jak je systém
schopen „udržet“ solubilizovanou látku uvnit ř micel, což m ůže být ur čující vlastnost pro
cílenoudistribucilé čiv.
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2.TEORETICKÁ ČÁST

Tato kapitola se zabývá teoretickými poznatky, kter é jsou d ůležitými podklady pro tuto
práci.Najejímza čátkusezabývámetenzidy,jakožtomodelovýmsystéme m,potésamotným
hyaluronanem a m ěřící metodou, tedy molekulovou absorp ční a emisní spektroskopií.
Poslední část této kapitoly se zabývá rezonan čním p řenosem energie, zhášením a rozdílem
vmechanismumezinimi.

2.1Tenzidy

Povrchověaktivnílátky,kterédálevykazují čistící,emulga čníasmá čecíú činkynazýváme
tenzidy. U t ěchto slou čenin jsou pozorovány vlastnosti podobné vlastnostem  biologických
membránajsoupozoroványtakékatalytickéú činky.

2.1.1 Strukturaavlastnostitenzid ů

Tenzidy m ění energetické pom ěry na fázovém rozhraní, což se projevuje snížením
povrchového nap ětí kapalin a adsorpcí monomeru tenzidu na fázovém r ozhraní. Tyto
sloučeniny mají asocia ční schopnosti, p ři ur čité koncentraci jejich monomery asociují za
vzniku v ětších agregát ů-micel. Této koncentraci se říká kritická micelární koncentrace.
Základní vlastnosti tenzid ů  jsou dány jejich amfifilní strukturou s asymetrick ýmdipolárním
charakterem. V molekule tenzidu je vždy lokalizován a polární a nepolární část r ůzného
charakteru.Podlenábojeseobvykletenzidyd ělínaionogenníaneionogenní.

Ionogenní tenzidyjsounap říkladdecylamoniumbromid,dodecyltrimethylamoniumbr omid
(DTAB), tetradecyltrimethylamoniumbromid (TTAB), ce tyltrimethylamoniumbromid
(CTAB), dodecylsulfát sodný (SDS), dodekanoát sodný , 3-(dodecyldimethylamonio)-1-
propansulfonátnebo1-(trimethylamonio)tetradekanoá t.
Obrázek1:a)decylamoniumbromid,b)dodeclytrimet hylamoniumbromid,
c)cetylpyridiniumchlorid,d)dodecylsulfátsodný
NH3
+CH3 Br-
CH3
CH3
CH3
N+CH3 Br-
CH3 N
+ Cl-
Na
CH3 S
O
O
O
a)
b)
c)
d)
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Neionogenní tenzidy jsou polyoxyethylen(3)dekanol, polyoxyethylen(9,5)oktylfenol
(TritonX-100)apolyoxyethylen(23)dodekanol(Brij 35).Naobrázku1m ůžemevid ětp řehled
několikavýšejmenovanýchtenzid ů.

2.1.2Micely

Micely vytvá řejí amfifilní molekuly, tedy molekuly obsahující po lární „head-group“
a jeden nebo víc dlouhých nepolárních „tail-groups“ . Polární část je hydrofilní a nepolární
část je hydrofobní. Tvorba micel probíhá tak, že se vpolárním rozpoušt ědle izolují
hydrofobníkoncetenzid ů avnepolárnímrozpoušt ědlehydrofilní.

Kritická koncentrace tvorby micel (CMC) je koncent race tenzidu, p ři níž dochází
knasycení povrchu a za čínají se tvo řitmicely. P ři koncentracích vyšších než jeCMC, jsou
micely stabilní. CMC je daná zejména strukturou ten zidu a je pro každý tenzid
charakteristická. Je ovlivn ěna p ředevším teplotou a vlastnostmi rozpoušt ědla. CMC
neionogenních tenzid ů  bývá zpravidlanižší nežCMC ionogenních.Agrega ční číslo (N ag) je
počet molekul tenzidu, které tvo ří micelu. V ětšinou se jeho hodnota pohybuje vrozmezí
10–100. T řetí charakteristickou veli činou je micelární hmotnost, která vyjad řuje hmotnost
jednohomolumicel.

Obrázek2:a)klasickámicela,b)obrácenámicela, c)válcovitámicela,d)laminárnímicela[15]

Na obrázku 2m ůžemevid ět n ěkteré typymicel.Klasickémicely vznikají z ionoge nních
tenzidů  v polárních rozpoušt ědlech a jádra t ěchto micel jsou tvo řena hydrofobními
uhlovodíkovými řetězci (vlastnosti kapalného uhlovodíku). Vedle sféric kých micel bývají
pozoroványimicelycylindrické,hexagonálníalami nární.
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2.2Hyaluronan

Hyaluronan je p řítomný vpojivových tkáních a hraje zásadní roli v mnoha biologických
procesech jako je hydratace tkán ě, organizace proteoglykan ů  vextracelulární matrix
adiferenciacebun ěk.

2.2.1Historieachemickástruktura

Vroce 1934 se Karlu Meyerovi a jeho asistentovi po dařilo izolovat nový
glykosaminglykan, který obsahoval kyselinu mo čovou a aminocukr, ale žádný sulfoester.
Tutoslou čeninunazvalikyselinahyaluronová.Dnessejíobec ně říkáhyaluronan,protože in
vivo existujeviontovéform ějakopolyanion.


Struktura hyaluronanu je tvo řena dv ěma sacharidovými jednotkami, které jsou spojeny
střídajícími sebeta-1,4 a beta-1,3 glykosidickýmivaz bami. Její zakreslením ůžemevid ět na
obrázku 3. Červeně jsou zvýrazn ěny axiální vodíky, které jsou zodpov ědné za nepolární
charakter částihyaluronanu(viz červenépozadí).Modrýmpozadímjeozna čenápolární část
molekuly.

2.2.2Polymernístrukturaastrukturavroztoku

Enzymy syntetizující hyaluronan vytvá řejí
široké lineární polymery sopakující se
disacharidovou strukturou hyaluronanu
a st řídavým p řídavkem glukuronové kyseliny
a N-acetylglukosaminu. Po čet opakujících se
disacharidových jednotek vkompletní
molekule m ůže dosáhnout 10000 a více,
molárníhmotnostjekolem4milion ů gmol –1.
Molekula o 10000 disacharidových jednotek
můžemítdélkuaž10 µm.
Páteř molekuly hylauronanu je ve
fyziologickém roztoku vyztužena kombinací
chemické struktury disacharidu, interních
vodíkových vazeb a interakcemi
srozpoušt ědlem. Obrázek 4:Strukturahyaluronanuv  roztoku[16]
Obrázek3:Chemickástrukturahyaluronanu[16]
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Axiálníatomyvodíkutvo řínepolární,relativn ěhydrofobní části, čímžvytvá řízkroucenou
stuhovitou strukturu (viz obr. 4). Sv ětle modrá krychle reprezentuje doménu klubka
vroztoku. St řídající se modré a červené části molekuly reprezentují stuhovitou strukturu
smodrými(hydrofilními)a červenými(hydrofobními) částmi.
Důsledkydoménovéstrukturyhylauronanujsouvelmiza jímavéad ůležité.Malémolekuly,
jakojevoda,elektrolytyaživinymohouvoln ědifundovatrozpoušt ědlemdovnit řkudomény.
Avšak velké molekuly, jako jsou proteiny jsou částečně vy řazeny zdomény kv ůli jejich
hydrodynamickévelikostivroztoku.
Síť  hyaluronanu vdomén ě ponechává menší prostor pro molekuly, které jsou v ětší. To
vede kpomalejší difúzimakromolekul sítí a kjejic h nižšímkoncentracímvsíti vporovnání
súseky tvo řenými okolním hyaluronanem. Řetězce hyaluronanu se vroztoku neustále
pohybujíadíkytomusem ěnívelikostefektivníchpr ůniků vsíti.Statistickyexistujívšechny
velikosti pór ů, jen sr ůznou pravd ěpodobností, což principiáln ě znamená, že všechny
molekuly mohou projít hyaluronovou sítí, ale sr ůznými stupni zpomalení, které závisí na
jejichhydrodynamickýchobjemech.

2.2.3Uspo řádanástrukturavroztoku

Řetězce hyaluronanu obsahují dva typy vazeb. První,
sacharidovéjednotky,relativn ěudržujísv ůjtvar.Mezit ěmito
rigidními jednotkami existují glykosidické vazby, k teré se
ksob ě vážoup řeskyslík.Nakaždémglykosidickémm ůstku
existujen ěkolikmožnýchkonfigurací.Kdyžvynásobímetuto
možnostpo čtemm ůstků  vdlouhém řetězcidostanemevelmi
vysoký po čet tvar ů  molekuly. Uspo řádánímolekuly vypadá
jakokdybybylonáhodné,alenení.
Struktura je dvojnásobná spirála (ne dvojšroubovice ,
která obsahuje dva řetězce), ve které velmi d ůležitou roli
hraje i voda. Tato jakoby pásková struktura ukazuje  mírná
zakřivení jak vpr ůmětu, tak i vprostorové projekci viz
obrázek5.
Význam této sekundární struktury je, že dvojitá spi rála
obsahuje rozsáhlou hydrofobní část o velikosti osmi
uhlíkových atom ů, což je zhruba stejná velikost, jakou má
kyselina oktanová. Takže hyaluronan má vlastnosti v ysoce
hydrofilního materiálu a zárove ň  obsahuje hydrofobní
domény charakteristické pro lipidy. Molekula je ted y
amfifilní.


Obrázek5:Strukturahylauronanu;
1-pr ůmět,2-prostorováprojekce,
3-pohledpodélosydvojnásobné
spirály[16]
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2.2.4Metabolismushyaluronanuajehoviskoelastick évlastnosti

Metabolismus hyaluronanu je vysoce dynamický.N ěkteré bu ňky, jako jsou chondrocyty
vchrupavkách, aktivn ě  syntetizují a katabolizují hyaluronan b ěhem doby života tkán ě.
Syntézajeobvyklevrovnovázesrozkladem,p řičemžvtkániz ůstávákonstantníkoncentrace
hyaluronanu. Metabolické studie říkají, že polo čas rozpadu molekuly hylauronanu
vchrupavcejeobvykle2–3týdny.Polo časrozpaduhyaluronanuvkrvijevšakvelmikrátký,
jenn ěkolikminut.
Vn ěkterých p řípadech vbu ňkách p řevládá syntéza nebo rozklad hyaluronanu.Nap říklad
vbu ňkáchkožnívrstvyp řevažujesyntézap ředrozkladem.
Koncentrace hyaluronanu vtkáních je často vyšší než se o čekává, když jednotlivé
molekuly udržují jejich rozbalené doménové struktur y. Ve v ětšině p řípadů  je hyaluronan
organizován do extracelulární matrix pomocí specifi ckých interakcí sostatními
makromolekulamivmatrix.Vysokomolekulárníhyaluro nanvevysokýchkoncentracíchm ůže
tvořit zapletenémolekulární sít ě díky stérickým interakcím a vlastní asociacimezi a uvnit ř
jednotlivýchmolekul.Tendruhýp řípadseobjevuje,pokudúsekhydrofobní částivyztužené
páteřemolekulyinteragujereversibiln ě shydrofobnímpovrchemnasrovnatelnémúsekujiné
molekulynebovjiné částitésamémolekuly.Tytosít ěvykazujíjinévlastnostinežizolované
molekuly hyaluronanu. M ůžou klást odpor rychlému, krátce trvajícímu toku sí tí a tím
vykazují elastické vlastnosti, které mohou ší řit r ůzné síly uvnit ř sít ě. Na druhou stranu,
pomalý, dlouhotrvající tok tekutiny m ůže částečně separovat a srovnat molekuly, p řičemž
povolujepohybaprojevviskózníchvlastnostímolek ul.

2.3Molekulováabsorp čníspektrometrievUV–VISoblasti

Tatometoda pat římezi nejstarší a nejoblíben ější fyzikáln ě-chemickémetody. Je p řesná,
rychlá,citliváaexperimentáln ěnenáro čná[17].Molekulováabsorp čníspektrometriesleduje
absorpcielektromagnetickéhozá řenívUVaVISoblasti, tedyvrozsahuod200do80 0nm.
Při absorpci zá ření v UV nebo VIS oblasti spektra, dojde k elektron ovému p řechodu
valenčního elektronu. Známe n ěkolik typ ů  p řechodů. P řechody dovolené–ze základní
singletové do excitované singletové hladiny; εmax ≈  10 4–105 l mol–1 cm–1. P řechody spinov ě
zakázané–málo pravd ěpodobné p řechody ze základní singletové do excitované triplet ové
hladiny; εmax ≈ 10 0 l mol–1 cm –1. P řechody symetricky zakázané εmax ≈ 10 2 l mol–1 cm –1;
vibrace jader molekuly vede k diferenci v rozd ělení elektron ů  a tím ke zm ěně dipólového
momentumolekulyap řechoduelektron ů.Zaabsorpcizá řenívUV-VISjeodpov ědnáfunk ční
skupinavmolekuleaozna čujesejakochromofor.
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2.4Fluorescen čníspektroskopie

Při absorpci sv ětelného kvanta molekulou dojde ke zm ěně elektronové konfigurace na
konfiguraci odpovídajícího excitovaného stavu. M ůže dojít kvytvo ření jednoho ze dvou
elektronově rozdílných excitovaných stav ů. Singletový stav (S 1), kde jsou spiny obou
elektronů antiparalelní(spinelektronuseb ěhemp řechodunem ění)atripletovýstav(T 1),kde
jsouspinyobouelektron ů paralelní.Pokudsemolekulazbavíp řebytečnéenergieemisísv ětla,
hovoříme o luminiscenci. Luminiscen ční jevy jsou definovány na základ ě multiplicity
excitovaného stavu, který emituje. Pokud dochází k emisi ze singletového stavu, jedná se
ofluorescenci,pokuddojdekmezisystémovémup řechoduanásledn ěkemisizá ření,jednáse
ofosforescenci(vizobr.6).Fluorescencejeproce svelmirychlý(k F ~10 6–109 s –1)aspinov ě
„dovolený“ díky zachovánímultiplicity. Delší doba života fosforescence je p římý následek
„zakázaného“ zá řivého p řechodu ztripletového stavu na stav singletový, jel ikož se m ění
multiplicita.

2.4.1Kvantovývýt ěžekfluorescence

Kvantový výt ěžek fluorescence ΦF je podíl excitovaných molekul, které se vrátí do
základního stavu svyzá řením foton ů. Jinými slovy je to podíl po čtu emitovaných foton ů
kpo čtu absorbovaných foton ů. Spoužitím doby života zá ření m ůžeme kvantový výt ěžek
definovat:

rτ
τ S
F =Φ   (1)
kde Sτ  je doba života excitovaného stavu S 1  a rτ je zá řivá doba života. Díky náhodné
odchylce m ůže kvantový výt ěžek být úm ěrný dob ě života excitovaného stavu nap říklad
Obrázek6:Jabło ńskihodiagram
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vp řípadě dynamického zhášení nebo teplotních rozdíl ů. Typický p říklad, kdy kvantový
výtěžek fluorescence není zasažen zm ěnami doby života excitovaného stavu je vytvo ření
komplexuvzákladnímstavu,kterýnefluoreskuje(st atickézhášení).
Je velmi dob ře známo, že kyslík zháší fluorescenci (i fosforesce nci), ale jeho efekt na
kvantový výt ěžek a dobu života siln ě závisí na povaze slou čeniny a média. Nap říklad
sloučeniny sdlouhou dobou života (nap říklad pyren) jsou citlivé na p řítomnost kyslíku.
Oproti tomu ve viskóznímmédiu není zhášení kyslíke m p říliš ú činné. Zhášení kyslíkem se
můžemevyvarovattím,ženechámeroztokembublatdusí kneboargon.

2.4.1.1Stanoveníkvantovýchvýt ěžků fluorofor ů

Kvantové výt ěžky se v ětšinou ur čují podle fluorescen čního standardu, tzn. slou čeniny,
která má známý kvantový výt ěžek a ideáln ě spl ňuje ur čitá kritéria (nap ř. dostupné v čisté
formě, fotochemicky stálé, vysokýkvantový výt ěžek, apod.).Kminimalizaci nep řesností se
vybírá standard,který seexcitujep ři stejnévlnovédélce jakoslou čeninaaemisní spektrum
pokrývástejnýrozsah.P řehledstandard ů najdemevtabulce1.

Tabulka1:P řehledstandard ů kur čeníkvantovéhovýt ěžku[18]
Rozsah(nm) Slou čenina Teplota(°C) Rozpouštědlo
Kvantový
výtěžek
270–300 Benzen 20 Cyklohexan 0,05±0,02
300–380 Tryptofan 25 Voda,pH7,2 0,14±0,02
300–400 Naftalen 20 Cyklohexan 0,23±0,02
315–480 2-aminopyridin 20 0,1MH 2SO4  0,60±0,05
360–480 Anthracen 20 Ethanol 0,27±0,03
400–500 9,10-difenylanthracen 20 Cyklohexan 0,90± 0,02
400–600 Chininsulfátdihydrát 20 0,5MH 2SO4  0,546
600–650 Rhodamin101 20 Ethanol 1,00±0,02
600–650 Krystalováviole ť  20 Methanol 0,54±0,03

Fluorescen ční spektra z ředěných roztok ů  (A<0,05) slou čeniny a standardu musí být
pořizována za stejných podmínek (nap ř. citlivost detektoru fluorimetru). Dále se musí
kontrolovat teplota, protože kvantový výt ěžek je závislý na teplot ě. Pokud je použito r ůzné
rozpouštědloprostandardaproslou čeninu,jepot řebazahrnoutindexlomu.

 2
R
2
R
ST
X
STX
ST
X
Grad
Grad
n
n
⋅⋅Φ=Φ  (2)

kde XΦ  p ředstavuje hledaný kvantový výt ěžek, STΦ  je kvantový výt ěžek standardu, XRn je
index lomu rozpoušt ědla, ve kterém se nachází stanovovaná látka,
STR
n  je index lomu
rozpouštědla,vekterémjerozpušt ěnstandardaGrad XaGrad STjsousm ěrnicep římkové části
závislostiF int =f(A)prostanovovanoulátkuaprostandard
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2.4.2Fluorescen čnísondy

Fluorescenční sondy jsou nevlastní fluorofory, které se ke sle dované struktu ře vážou
nekovalentně a častop řitomm ěnísvéfluorescen čnívlastnosti.Volbafluorescen čnísondy je
klíčovou sou částí experimentu ve fluorescen ční spektroskopii, nebo ť  práv ě její vlastnosti
umožňujízískatpot řebnéinformace.Existujísondycitlivénapolaritu, zm ěnupHnebot řeba
naviskozituokolníhoprost ředí.

2.4.3Rezonan čníp řenosenergie

Studium rezonan čního p řenosu energie je technika, která pomáhá řešit fotofyzikální
procesy a poslední dobou nabývá stále v ětšího ohlasu. Je jednoduše založena na p řenosu
energie, který je závislý na vzdálenosti donoru a a kceptoru, a její aplikace nacházejí široké

DONOR AKCEPTOR
vlnovádélka
rezonančníp řechodya) b)

Obrázek7:Spektrálníp řekryvdonoruaakceptoru,b)Energievibra čníchp řechodů donorua
akceptoru[18]

polep ůsobnosti.Díkyjejícitlivostinavzdálenostsetat ometodastalaefektivnímprost ředkem
km ěřenívzdálenostivm ěřítkunanometr ů akezkoumánímolekulovýchinterakcí.
P řenos energie se uskute čňuje zá řivými a nezá řivými mechanismy. K zá řivému
(triviálnímu)p řenosuenergiedochází,kdyžexcitovanámolekuladon oruemitujezá ření,které
jenásledn ěreabsorbovánomolekulouakceptoru.
Kexcitaci nezá řivýmp řenosemenergie (RET–resonance energy transfer) do chází, když
vesm ěsimolekuldocházíkabsorpcipouzemolekulamidono ru,avšakkone čnýmvýsledkem
jsou excitované molekuly akceptoru, které budící zá ření neabsorbují. P ři tomto p řenosu
energietedynedocházíkemisisv ětladonorem.
Nezářivýp řenosexcita čníenergievyžadujeinterakcimezimolekuloudonoru aakceptoru.
Přenosnastává,pokudseemisníspektrumdonorup řekrývásabsorp čnímspektremakceptoru
(Obr.7a)tak,abyn ěkterévibra čníp řechodym ělypraktickystejnouenergii,jakoodpovídající
přechodyvakceptoru.Takovép řechodyjsousp řažené,nebolirezonan ční(obr.7b).
Rychlostní konstanta p řenosu energie je závislá na rozsahu p řekrytí emisního spektra
donoru a absorp čního spektra akceptoru, kvantovém výt ěžku donoru, vzájemné orientaci
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přechodových dipól moment ů  donoru a akceptoru a na vzdálenosti mezi donorem
aakceptorem.

2.4.3.1Försterovaformulacedipól–dipólovéhop řenosuvevelkévzdálenosti

Försterodvodilnásledujícívztahpro rychlostníko nstantup řenosu jakzklasickýchúvah,
takinazáklad ěkvantovémechaniky:


6
0
0
D
6
0
D
dd
T
R1Rkk 



⋅=



⋅=
rr τ
 (3)

kdek Djerychlostníkonstantaemisedonoru, 0Dτ jehodobaživotabezp řenosu,rjevzdálenost
mezi donorem a akceptorem (za p ředpokladu, že se b ěhem života donoru nem ění) a R 0  je
kritický Förster ův polom ěr, tedy vzdálenost, p ři které jsou p řenos a spontánní rozklad
excitovaného stavu donoru stejn ě pravd ěpodobné. Jeho výpo čet ze získaných
spektroskopickýchdatjenásledný:

 ∫
∞
=
0
4
AD4
A
5
D
0
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Φ9000(ln10)
R λλλλ
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kde κ2  je orienta ční faktor,  D0Φ  je fluorescen ční kvantový výt ěžek donoru bez p řenosu
energie, n je pr ůměrný index lomu média, I D je normalizované spektrum donoru tak, že
∫
∞
=
0
1d)( λλDI ,a εAjemolárníabsorp čníkoeficientakceptoru.Pozjednodušenízískáme:
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Orientačnífaktor κ2 nabýváhodnotod0(vp řípadě,žejsoup řechodovémomentykolmé)do4
(vp řípadě,žep řechodovémomentyležínastejnép římce).Pokudjsoup řechodovémomenty
rovnoběžné, κ2 =1.
Pokud se molekuly mohou voln ě otá čet rychlostí, která je o mnoho vyšší než rychlost
deexcitace donoru, pr ůměrná hodnota orienta čního faktoru je 2/3, vrigidnímmédiu je jeho
hodnota0,476.
Účinnostp řenosujespojenaspom ěrem 





0R
r
:
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E
  (6)

50% ú činnost je vp řípadě, že vzdálenostmezi donorem a akceptorem je rovna Försterovu
poloměru.Ú činnostp řenosum ůžebýtzapsánatakévtétoform ě:
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D 11
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IE −=−=
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τ
 (7)

kde 0Dτ a Dτ jsoudélkyživotavexcitovanémstavudonorubeza vp řítomnostiakceptorua Ia
I0 jsouintenzityfluorescencedonoruvp řítomnostiakceptoruabezní.

2.4.3.2Ur čovánívzdálenostípomocíRETnasupramolekulárníúr ovni

Försterůvrezonan čníp řenosenergiem ůžebýtpoužitjako„spektroskopicképravítko“pro
vzdálenostivrozmezí10–100Å.Vzdálenostmezidon oremaakceptorembym ělabýtb ěhem
doby života donoru konstantní a v ětší než 10Å, aby se zamezilo interakcím na krátké
vzdálenosti.


Předpokládejmep řípad,kdysedonoriakceptorm ůževoln ěotá četrychlostívyššínežje
rychlost p řenosu energie, takže orienta ční faktor κ2  je 2/3. Vzdálenost mezi donorem
a akceptorem tedy m ůže být ur čena pomocí stacionárního m ěření p řes hodnotu ú činnosti
přenosu(vizvztah6):
 0
6/1
11 R
E
r ⋅




 −=  (8)

Mohoubýt použity t ři stacionárnímetody, pomocí kterých jemožné ur čit ú činnost p řenosu
energie.


Obrázek16:Pr ůběhú činnostip řenosuenergiep řir ůznýchpom ěrech
vzdálenostidonoruaakceptorukukritickémupolom ěruR 0 
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1)Poklesfluorescencedonoru
Přenoszp ůsobípokleskvantovéhovýt ěžkudonoru.Ú činnostp řenosujedána:

 0
D
D1E
Φ
Φ
−=  (9)

kde 0DΦ  a DΦ  jsou kvantové výt ěžky donoru bez a vp řítomnosti akceptoru. Vzhledem
ktomu, že lze získat pouze relativní kvantové výt ěžky, jediná pozorovací vlnová délka je
postačující a druhá je vybraná tak, že akceptor neemituje . Díky tomu vztah 9 m ůže být
vyjádřen pomocí absorbancí p ři excita ční vlnové délce donoru Dλ  a intenzit fluorescence
donorubezavp řítomnostiakceptoru:
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Faktor A/A D vychází zpolovi čního p říspěvku akceptoru kcelkové absorpci p ři excita ční
vlnovédélce.Je t řebav ěnovatpozornostvnit řnímufiltra čnímiefektuzp ůsobenémuabsorpcí
akceptorup řiemisnívlnovédélcedonoru.

2)Porovnáníabsorp čníhoaexcita čníhospektra
Korigovanéexcita čníspektrumreprezentujevztah:

 [ ]E)()(),( DAAemAA λλλλ AACI +Φ=  (11)

kde C jekonstanta(p řístrojovýfaktor).Absorp čníspektrumjedefinováno:

 )()()( DA λλλ AAA +=  (12)

Vp řípadě úplného p řenosu (E=1) jsou tato spektra po normalizaci na s tejnou výšku
identická.PokudjehodnotaEnižšínež1,excita čnípásodpovídajícídonorujerelativn ěnižší
nežabsorp čnípás.Porovnáníabsorp čníhoaexcita čníhospektram ůžebýtprovedenop řidvou
vlnovýchdélkách Dλ  a Aλ odpovídajícíchabsorp čnímmaxim ůmdonoruaakceptoru.Pokud
donorv ůbecneabsorbujep ři Aλ ,m ůžemenapsat:
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3)Zvýšenífluorescenceakceptoru
Intenzita fluorescence akceptoru je vp řípadě  p řenosu energie zvýšena. Porovnání
intenzityfluorescencebezp řítomnostip řenosuposkytujeú činnost:
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Absorbance akceptorup ři )( Dλ  je hodn ěmalá a tedy t ěžkom ěřitelná, protom ůžedocházet
kvelkýmchybámp řivýpo čtechE.
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První metoda se zdá být víc p římá než druhá a t řetí, nicmén ě nem ůže být použita
vp řípaděvelminízkéhokvantovéhovýt ěžkudonoru.
Časově rozlišenáemiseposkytujep římé informaceo rychlostníkonstant ě  bezproblém ů,
kterévyplývajízvnit řníhofiltra čníhoefektu.

2.4.4Zhášení,Stern-Volmerovakinetika

SternVolmerovarovnice jezákladní rychlostní rovn icezhášení fluorescence.V ětšinou je
do grafu vynášena závislost pom ěru intenzit na koncentraci zháše če (Stern-Volmerova
závislost), pokud je závislost lineární, sm ěrnice p římky je hodnota
Stern-Volmerovykonstanty.Pokudjeznámádobaživo taexcitovanéhostavubezp řítomnosti
zhášeče,jepakmožnévypo čítatrychlostníkonstantuzhášení kq.

Rychlostníkonstanta kq jeuvažovánajako časověnezávislá.

 [ ] [ ]Q1Q1 SV0q00 KkI
I
+=+==
Φ
Φ
τ  (15)

kde I0  a I jsou intenzity fluorescencebezavp řítomnosti zháše čea KSV jeStern-Volmerova
konstanta.Tatokonstantavyjad řujecitlivostfluoroforukezháše či.Mánízkouhodnotunap ř.
vmiceláchnebovjinémprost ředí,kdenenímožnýkontaktflouroforuazháše če.

Bylo rozpoznáno n ěkolik p řípadů, ve kterých intermolekulární procesy zahrnují sout ěž
meziexcitovanoumolekulu(M*)azháše čem(Q).

1)ExistujevelkýnadbytekQ,toznamená,žeexistu jevysokápravd ěpodobnost,žeM*aQ
jsouvdob ěexcitacetakblízko,žejejichvzájemnáinterakce jevelmivýznamná.Pakje
potřebavzájemnéhop řiblíženíoboumolekulb ěhemdobyživotaexcitovanémolekuly.
Pokud je pravd ěpodobnost toho, že se zháše č nachází ve vzdálenosti, kdy m ůže
reagovatsM*menšínež1,tatosituaceodpovídást atickémuzhášení.

2) Zháše č není vnadbytku, nicmén ě není možné p řiblížení M* a Q b ěhem doby
excitovaného stavu, protože doba života excitovanéh o stavu je p říliš krátká nebo je
příliš viskózní médium. Zhášení se tedy projeví jen p okud je vzájemná interakce
významná i ve vzdálenostech v ětší než je kolizní.  To je p řípad nezá řivého p řenosu
energie na dlouhé vzdálenosti a vyskytuje se u mole kul, které mají vzájemnou
vzdálenostv ětšínež8nm.
3) Zháše č není vnadbytku, ale je možné
přiblížení M* a Q b ěhem doby života
excitovaného stavu. Tento bimolekulární
proces je kontrolován difúzí a typ tohoto
zhášení je dynamické zhášení. P ři vyšších
koncentracích zháše če se mimo dynamické
zhášení m ůže objevit i statické. Schéma
dynamického zhášení m ůžeme vid ět na
obrázku8.

Obrázek8:Reak čníschémadynamického
zhášení[18]
M*+Q (M*...Q) produkty
M+Q (M...Q)
k1
k
-1
kR
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PokudQjestejnáslou čeninajakoM(samozhášeníbeztvo řeníprodukt ů),komplex(MM*)
senazýváexcimer (neboexcitovanýdimer)amásvé vlastní fluorescen ční spektrumadobu
života.
Kinetickáanalýzaschématunaobrázku číslo8rozlišujet řihlavníp řípady:
1) kR >> [ ]Q1k , 1−k ,
0
1
τ
: bimolekulární proces je limitovaný difúzí: kq = k1, rychlostní
konstantadifúzejevyjád řenaSmoluchowskehorovnicí:
 DNRk cπ41 =  (16)

kde R c  je nejkratší kontaktní vzdálenost (v cm), D je vzá jemný difúzní koeficient a N je
NA/1000. Nejkratší kontaktní vzdálenost se v ětšinou po čítá jako sou čet polom ěrů  obou
molekul (R M  pro sondu a R Q pro zháše č). Vzájemný difúzní koeficient je sou čet dvou
translačníchdifúzníchkoeficient ů vyjád řenýStokes-Einsteinovourovnicí:
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 (17)

kde kjeBoltzmannovakonstanta, η  jeviskozitamédia,a f  jekoeficient,kterýmáhodnotu6
prokulovitéa4proplochéhrani čnípodmínky.

Difúzní koeficient má ve v ětšině rozpoušt ědel p ři pokojové teplot ě hodnotu řádově 
10–5  cm 2  s –1.PokudmajíR M  aR Q řádově stejnéhodnoty,pakrychlostníkonstantadifúze je
přibližněrovna8RT/3 η.

2) kR << [ ]Q1k , 1−k >>
0
1
τ
:rovnováhysedosáhnep ředevšímtvorbouprodukt ů
3) kRmástejnou řádovouhodnotunebonižšínežostatnírychlostníko nstanty: kq jemenšínež
k1 am ůžebýtnapsánavztahem:
 1q kpk ⋅=  (18)
kde p jepravd ěpodobnostsetkáníareakcepár ů ( častonazývanáú činnost).

Proreakcekontrolovanédifúzíjet řebazd ůraznit,žezískanáhodnotarychlostníkonstanty
zhášeníje časově závislá.Veskute čnosti,excitovanéfluoroforyM*,kteréjsoublízko zhášeče
Q,vdob ě excitacereagujívpr ůměrukratšídobu,nežtycojsouodsebevzdálen ější,protože
jejichvzájemnép řiblíženívyžadujedelší časnežza čnereakce.D ůležitýnásledektohoje,že
křivka poklesu fluorescence na úplnémza čátku po pulzní excitaci, je tímto ovlivn ěna.Tyto
přechodné efekty nejsou významné p ři nižších koncentracích zháše če vkapalných
rozpouštědlech, ale p ři vyšších koncentracích zháše če či viskózním rozpoušt ědle už jsou
znatelné.
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2.4.4.1Dynamické(kolizní)zhášení

Dynamické zhášení je popsáno Stern-Volmerovou rovni cí, viz vztah 15. Pokud víme, že
zhášení je čistě dynamické, pak p řevrácená hodnota konstanty K SV odpovídá koncentraci
zhášeče,kdyjeú činnostzhášení50%.
Zda je zhášení dynamické lze zjistit m ěřením časově rozlišené fluorescence. Pokud  platí
rovnost
τ
τ 00 =
F
F
,lze říci,žejdeodynamickézhášení.

2.4.4.2Statickézhášení,rozsahefektivníhozhášen í

Pokud M* a Q nem ění vprostoru svoji vzájemnou polohu b ěhem doby života
excitovanéhostavuM*(viskóznímédia,rigidnímatr ice),navrhlPerrinmodel,kterýpokládá
zhášenízaúplné,pokud jezháše č situovánvesfé řeefektivníhozhášení,kterámáobjemVq
situovaný vedle flouroforu M. Pokud je zháše č  mimo tuto sféru, nemá na M žádný vliv.
Nicméně intenzita fluorescence klesne po p řidání Q,  ale úbytek fluorescence po pulzní
excitaci z ůstane nepoznamenán. Pravd ěpodobnost, že se zháše č nachází vtomto objemu
vystihujePoissonovorozd ělení:

n
n
n !n
P −⋅ e
n
  (19)

kde  n  je pr ůměrný po čet zháše čů  vobjemu V q, n =V qNA[Q], p řičemž N A je
Avogadrovo číslo a V q  je efektivní sféra zhášení. Pravd ěpodobnost, že se vtomto objemu
nenacházížádnýzháše č:

n
0P
−= e  (20)

Protožeintenzitafluorescencejeúm ěrnáP 0,Perinn ůvmodelp řecházív

 [ ])QNVexp( Aq0 =I
I
 (21)
Oproti Stern-Volmerov ě  rovnici závislost není lineární, ale vykazuje zak řivení p ři vyšších
koncentracíchzháše če.P řinižšíchkoncentracíchzháše čejegraflineárnístejn ějakovp řípadě
Stern-Volmerovy rovnice. Vynesením závislosti pom ěru intenzit proti koncentraci zháše če
dostanemeV q.

  25
2.4.4.3Statickézhášení,tvorbanefluoreskujícího komplexu

Pokud dochází ktvorb ě nefluoreskujícího komplexu, doba života excitované ho stavu, na
rozdíl od dynamického zhášení, z ůstane nezm ěněná. Intenzita fluorescence roztoku klesá
srostoucí koncentrací zháše če, ale pokles fluorescence po excitaci pulzem z ůstane
nezměněný. Chinony, hydrochinony, puriny a pyrimidiny jsou  známé tím, že zp ůsobují
statické zhášení. Rozdílmezi ob ěma zmín ěnýmimodely statického zhášení je zakreslen na
obrázku17.
STATICKÉ
ZHÁŠENÍ
bezemise
bezemise bezemise
bezemise
Sféraefektivníhozhášení
Tvorbanefluoreskujícíhokomplexuvzákladnímstavu
neovlivněnáfluorescence
poloměrzhášecísféry

Obrázek17:Dvatypystatickéhozhášení:nahorním obrázkujeznázorn ěnasféraefektivníhozhášení,
naspodnímobrázkujeuvedenp řípadtvorbynefluorescentníhokomplexu[29]

Zap ředpokladu,žeintenzitafluorescencejeúm ěrnákoncentraci(vez ředěnýchroztocích),
jemožnénapsattentovztah:
 [ ]Q1 S0 KI
I
+=  (22)

Stejně jako ve Stern-Volmerov ě vztahu (viz vztah 15) dostaneme lineární závislost , ale
nedochází zde ke zm ěnám doby života excitovaného stavu, kdežto u dynami ckého zhášení
ano.Vn ěkterýchp řípadechm ůžetvorboutakovéhokomplexudojítkezm ěnámvabsorp čním
spektru. Pokud se ale toto nestane, interakce bude spíš nespecifická a tudíž jemodel sféry
efektivníhozhášenívhodn ější.

2.4.4.4Sou časnéstatickéadynamickézhášení

Může dojít sou časně ke statickému i dynamickému zhášení. To se projeví  vodchylkách
linearityzávislostiI 0/Inakoncentracizháše če.
Napředp ředpokládejmep řípadstatickéhozhášení,kdydocházíktvorb ěnefluoreskujícího
komplexu. Pom ěr I 0/I získaný zdynamického zhášení je pot řeba vynásobit pom ěrem
fluoreskujících molekul (t ěch, které nejsou sou částí komplexu). Po ur čitých úpravách je
možnévztahvystihujícípom ěrzapsattakto:

 [ ] [ ]2SSVSSV0 )(1 QKKQKKI
I
+++=  (23)
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Očekává se tedy zak řivení sm ěrem nahoru. Konstanty  KSV  a KS lze získat proložením
závislostinebozgrafu,kdyvýraz[(I0/I)-1]/[Q]j efunkcíkoncentracezháše če.Tatozávislost
bym ělabýtlineární.
Pokuduvažujememodelefektivnísféryzhášení,míst ovztahu23dostaneme:

 [ ] [ ]( )QVQK
I
I
q ASV
0 Nexp)1( +=  (24)


Tatorovnicepopisujenap říkladzhášeníkyslíkem.Zak řivenísm ěremnahorum ůžebýttaké
způsobenop řechodnýmiefekty,stejn ějakoudynamickéhozhášení.Obrázek18shrnuje
různép řípadyzhášenídohromadysmožnýmid ůvodyodchylekodlinearityStern-Volmerovy
rovnice.
DYNAMICKÉZHÁŠENÍ              STATICKÉZHÁŠENÍ
kolizníproces sféraefektivníhozhášení tvorbanefluorescentníhokomplexu
+p řechodnéefekty +dynamickézhášení +dynamickézhášení
Dynamickézhášení(sp řechodnýmiefekty)+statickézhášení
Obrázek18:Rozdílymezidynamickýmastatickýmzhá šením[29]
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2.4.5Rozdílymezip řenosemenergieazhášením

Jakýkoli proces, který zp ůsobuje úbytek
fluorescencem ůžebýtpovažovánzazhášení.Zhášení
je výsledek ztráty energie fluoroforu ve form ě tepla.
Rezonanční p řenos energie snižuje intenzitu
fluorescence donoru a dochází kp řenosu energie
kakceptoru, který m ůže a nemusí být fluorescentní.
Na obrázku 9 je zakresleno schémap řenosu energie.
Fluorofor má dva elektrony vnejvýše obsazených
molekulových orbitalech (HOMO). Absorpcí sv ětla
přejde jeden elektron do nejnižšího neobsazeného
molekulového orbitalu (LUMO). Pokud dojde
kp řenosu energie, excitovaný elektron donoru
se vrátí do základního stavu a sou časně se
excitujeelektronakceptoru.
Na obrázku 10 je schematicky zakresleno
zhášenífluorescence.Abydošlokezhášení, je
potřebný kontakt fluoroforu a zháše če, aby
spolu mohly interagovat elektronové oblaky
obou molekul. Pokud nastane kontakt mezi
excitovaným fluoroforem a zháše čem,
excitovaný elektron se vrátí zpátky do
základníhostavu.Fluorofornem ůžeemitovata
energie je vyzá řena ve form ě  tepla. D ůležitý poznatek je, že zatímco kzhášení dochází
vd ůsledků  interakcí fluoroforu a zháše če na krátkou vzdálenost, tedy musí se potkat,
kp řenosu energie dochází dipólovými interakcemi na del ší vzdálenosti, tzv. interakce
prostorem.
Cosetý čeú činnostip řenosuenergienebozhášení,takkvýpo čtujepoužitstejnýparametr,
doba života flouroforu (donoru) a rychlostní konsta nta p řenosu energie nebo rychlostní
konstantazhášení.
Účinnostp řenosuenergiejedánavztahem:

( )
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T
T
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+
=
τ
 (25)
kdek Tjerychlostníkonstantap řenosuenergievyjád řenávztahem6.Ú činnostzhášeníjedána
obdobnýmvztahem:
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 (26)
kdek E jerychlostníkonstantazhášenívyjád řená:

 ( ) ( )crrE eArk −⋅−⋅= β  (27)
Obrázek 9:SchémamechanismuRET [19]
Obrázek10:Schémamechanismuzhášení
[19]
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kderjevzdálenostst ředů  fluoroforuazháše če,r c  je
nejkratší vzdálenost molekulárního kontaktu. A je
konstanta, u které se p ředpokládá hodnota
~10 –13 s –1. Hodnota β  bývá obvykle kolem 1Å –1.
Vztahy 3 a 6 nám ukazují jak zhášení a p řenos
energiezávisínavzdálenostech.Naobrázku11jsou
vynesené závislosti ú činností zhášení pop ř. p řenosu
energie na vzdálenosti. Ztohoto obrázku je patrný
rozdílmezizhášenímap řenosemenergiezhlediska
vlivuvzdálenostinaú činnost.



Obrázek11:Porovnánívlivu
vzdálenostinaú činnostizhášení,
resp.p řenosuenergie[19]
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3.SOU ČASNÝSTAV ŘEŠENÉPROBLEMATIKY

Vtéto kapitole jsou shrnuty sou časné poznatky zkoumané problematiky získané pomocí
internetové a literární rešerše. Je zde p řehled sou časného využití metody rezonan čního
přenosu energie a zkoumání p řenosu energie vmicelárních systémech a vliv jejich  na
vlastností na tento p řenos.Dále kapitola obsahuje využití zhášení fluore scence vkoloidních
systémech.

3.1Rezonan čníp řenosenergie

Rezonanční p řenos energie je využíván zejména kur čení vzdáleností vbiomolekulách
asupramolekulárních shlucích [18, 20–25]. Poskytuj e informace o vzdálenostech vrozmezí
10–100Å [26]. Protože hlavní charakteristika p řenosu energie spo čívá ve vzdálenosti mezi
donorem a akceptorem, v ětšina studií rezonan čního p řenosu energie se zabývá strukturální
charakterizacímembránovýchsystém ů [27].
Interakce komponent, které se vyskytují na povrchu  bun ěk jsou ovlivn ěny p řesnou
konformací molekul. Zm ěny konformací mohou být kontrolovány metodou rezona nčního
přenosuenergiesvysokoup řesností.[20–22,28,29].
Tatometoda je velicep řesná, neinvazivní a umož ňujemonitorovathodn ě aspekt ů  funkcí
hormonálních receptor ů, které jsou d ůležité pro kontrolu signálu transdukce endokrinních
cest. Fluorescen ční rezonan ční p řenos energie se m ůže použít kvyhodnocení odpov ědí na
speciální hormonální podn ěty vreálném čase. Metoda umož ňuje studovat membránové
proteinya je takévýznamnýnástrojkzjišt ění funkcíprotein ů  [30].Je takézna čně rozší řená
vevyužití ke studiu struktury, konformace, prostor ovédistribuce a shlukováníkomplexních
proteinů [28].
Jako d ůsledek rezonan čního p řenosu energie je fotodynamická činnost, které se často
využívá p ři lé čbě rakoviny [28, 31]. Kinetika elektronové energie na  delší vzdálenostmezi
molekulárnímisondami,kteréjsourozptýlenyneboc hemickynavázánynamikroheterogenní
systém,jakojsoumicely,polymerníklubkavroztok u,mikroemulze,jeuznávanájakoú činný
nástroj kprozkoumání morfologie mikroheterogenního  systému stejn ě dob ře jako interakce
mezirozpušt ěnoulátkouaprost ředímnamolekulárníúrovni[28,32,33].
Analýzaúbytkufluorescenceumož ňujezískatparametryjakojepr ůměrnéagrega ční číslo
[33, 34], rychlostní konstanta intramicelárního zhá šení a rychlostní konstanty spojené
svazbousondyazháše čekmicele[34].
Vposlední dob ě se rezonan ční p řenos energie využívá pro mnoho aplikacích nap říklad
detekceDNAapr ůzkumproces ů vživýchbu ňkách[35].
Dále sep řenos energie zkoumávtenzidických systémech [23, 2 8, 29, 33–44], studuje se
vliv normálních a reverzníchmicel [23, 37–40], vli v náboje tenzidu na p řenos energie [41,
43] a vliv koncentrace tenzidu [25, 26, 40]. Díky z měnám ú činnosti p řenosu energie mezi
dvěma stejnými fluorofory vr ůzně nabitých tenzidech lze odhadnout umíst ění flourofor ů
vsystému[43].
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3.2Zhášení

Zhášení fungujepouze tehdy, když jsou fluorofor a zhášeč vkontaktunebo jsouod sebe
vzdáleny mén ě, než jsou nap ř. rozm ěry bu ňky. Lze tedy pomocí zhášení ur čit umíst ění
fluoroforů  vmembránách [45]. Pyren a jeho deriváty jsou vhod né fluorofory ur čené ke
zhášení díky dlouhé dob ě života jejich excitovaných stav ů. Pokud není zháše č vp římé
blízkostiufluoroforu,jemožnéb ěhemživotaexcitovanéhofluoroforukn ěmup řidifundovat.
Zhášeníjetedyovlivn ěnodifúznímkoeficientemadobouživotazhášenéhof luoroforu.Pyren
může být zhášen halogenidy [45, 46], tvorbou exciplex u skovy, nap ř. Ag +  [47] nebo
aminokyselinami jako je nap říklad tryptofan [48]. Pomocí zhášení jemožné ur čit agrega ční
číslomicelárníchsystém ů [46,49].
Zhášení halogenidy se používá ke stanovení
umístění fluoroforu nap ř. vmembrán ě, či
micelárních systémech. Jodid draselný je
hydrofilníslou čeninaazháší fluoroforyvevodné
fázi.
3-jodpropanovákyselinazhášívpalisádovévrstv ě
a 10-joddekanová kyselina zháší
vhydrokarbonové části micely nebo membrány.
Podle toho, který zuvedených zháše čů  bude
zhášet fluorescenci flouroforu lze tedyodhadnout
umístění fluoroforu vmicele či membrán ě  viz
obrázek12[45].
Pomocí tvorbynebonaopakrozpaduexcimeru
pyrenu byla studována vým ěna této hydrofobní
látky mezi micelami neionogenního a
ionogenního tenzidu. U neionogenního tenzidu
dochází kvým ěně pomocí splynutí dvou micel,
kdy vzniká „supermicela“, která se následn ě
rozdělí zp ět na dv ěmicely. Proces je charakterizován rychlostní konst antou druhého řádu a
není závislý na charakteru rozpušt ěné látky. U ionogenních tenzid ů  p řevládá mechanismus
prvního řádu, bez p řítomnosti soli jsou micely stabilní i n ěkolik dní. Mechanismus této
výměnyspo čívávevytvo řenísubmicelyobsahující rozpušt ěnou látku,kteránásledn ě splyne
sjinoumicelou[50].Schémauvedenýchmechanism ů jeuvedennaobrázku13.
Obrázek12:Umíst ěníjodidových
zhášečů vmembrán ě[45]
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Obrázek13:Možnostivým ěnyrozpušt ěnélátkyvmicelárnímprost ředí.Naho řep řednostní
mechanismusvým ěnyuneionogenníchtenzid ů,dolep řednostnímechanismusvým ěnyuionogenních
tenzidů (Py=pyren)
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4.MATERIÁLYAMETODY

Vtéto kapitole se seznámíme sp řípravou zásobních roztok ů  a vlastnostmi použitých
fluoroforů,sp řístroji,nakterýchbylam ěřenaabsorp čníafluorescen čníspektraasmetodami,
které se používají na vyhodnocení ú činnosti p řenosu energie, výpo čet vzdáleností dvou
fluoroforů avneposlední řaděsmetodami,kterýmisevyhodnocujezhášenífluores cence.

4.1Použitéchemikálie

Acetonp.a.(Lach-Nerspol.s.r.o., ≥ 99,5%)
Acylhex1 (CPN spol. sr.o.), hyaluronan modifikovan ý hexylovými řetězci, stupe ň
substituce10%
Acylhex2 (CPN spol. sr.o.) hyaluronan modifikovaný  hexylovými řetězci, stupe ň
substituce40%
Cetylpyridiniumchlorid(SigmaAldrich, ≥ 99,0%, č.šarže075K0200)
Disodnás ůlfluoresceinu(Fluka, č.šarže1407491)
Hyaluronan(M w=106kDa,CPNspol.sr.o., č.šarže190707-E1)
Hyaluronan(M w=418kDa,CPNspol.sr.o., č.šarže140807-8-D7)
Hyaluronan(M w=1,36MDa,CPNspol.sr.o., č.šarže050907-7)
Chloroform(Fluka, ≥ 99,8%,proUV-spektroskopii, č.šarže1364637)
Methanol(SigmaAldrich,  ≥ 99,8%,proUV-spektroskopii, č.šarže1283468)
Perylen(Fluka, ≥ 99,0%,profluorescenci, č.šarže384079/1)
Pyren(Fluka, ≥ 99,0%,profluorescenci, č.šarže430166/1)
Tetradecyltrimethylamoniumbromid(Fluka, ≥ 98,0%, č.šarže1377175)

4.1.1P řípravazásobníchroztok ů fluorofor ů

Zásobní roztok perylenu byl p řipraven vchloroformu a jeho koncentrace byla
1,1910 –2 moldm –3.Zásobní roztokdisodnésoli fluoresceinubylp řipravenvmethanolu tak,
aby jeho koncentrace byla 2,07  10 –3 moldm –3. Zásobní roztok pyrenu vacetonu byl
připraventak,abyjehokoncentracebyla10 –4 moldm –3.

4.1.2P řípravavzork ů prop řenosenergievTTAB

Bylo odpa řeno takové množství zásobního roztoku perylenu vch loroformu, aby jeho
koncentrace po dopln ění na 200mltenzidem TTAB o koncentraci 10mmoldm –3  byla
110 –5 moldm –3. Tento roztok byl míchán p řes noc. Do sklen ěných vialek byla odpa řena
různá množství zásobního roztoku fluoresceinu vmetan olu tak, aby po dopln ění na 5ml
roztokem perylenu vTTAB, vznikla koncentra ční řada fluoresceinu vrozmezí
10–6–510 –4 moldm –3.Bylyp řipravenyt řiparalelní řadyvzork ů.
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4.1.3P řípravavzork ů prop řenosenergievTTABvp řítomnostinativníhohyaluronanu

Byl p řipraven zásobní roztok perylenu vTTAB tak, že konc entrace perylenu byla
1,2510 –5 moldm –3 akoncentracetenzidubyla12,5mmoldm –3.
Do sklen ěných vialek bylo pipetováno r ůzné množství nativního hyaluronanu
o Mr=418kDa tak, že po p řidání 4ml roztoku perylenu vTTAB byla vytvo řená
koncentrační řada hyaluronanu vrozmezí 0,0005–0,02%, p řičemž koncentrace perylenu
a tenzidu z ůstala konstantní. Tyto vzorky byly t řepány na t řepačce p řes noc. Do jiných
skleněných vialek bylo napipetováno takové množství zásob ního roztoku fluoresceinu
vmetanolu tak, aby po odpa ření rozpoušt ědla a p řipipetování 4ml vytvo řeného roztoku
perylenu vTTAB a hyaluronanu, byla jeho koncentrac evrozmezí
10–6–510 –4 moldm –3.
Pro vlivmolekulové hmotnosti hyaluronanu na p řenos energie bylo ke 40ml zásobního
roztokuperylenuvTTABp řipipetováno takovémnožstvíhyaluronanu,aby jehoh motnostní
zlomek po dopln ění na 50ml byl 0,002%. Takto byly p řipraveny t ři roztoky spoužitím
hyaluronanuoMr106kDA,418kDaa1,36MDa.Dosk leněnýchvialekbylonapipetováno
takové množství zásobního roztoku fluoresceinu vme tanolu, aby po odpa ření rozpoušt ědla
a p řipipetování 4ml vytvo řeného roztoku perylenu vTTAB a hyaluronanu, byla j eho
koncentracevrozmezí10 –6–510 –4 moldm –3.

4.1.4 P říprava vzork ů  pro p řenos energie vTTAB v p řítomnosti modifikovaného
hyaluronanu 

Modifikovaný hyaluronan Acylhex1 (ACHX1) a Acylhex2  (ACHX2) je vlastn ě
hyaluronylester kyseliny hexanové, kdy kyselina hex anová tvo ří ester sprimárním
hydroxylemN-acetylglukosaminové částihylauronanu.RozdílmeziACHX1aACHX2jeve
stupni substituce. Vp řípadě ACHX1 je stupe ň  substituce 10%, kdežto vp řípadě ACHX2
je40%.
Byl p řipraven zásobní roztok perylenu vTTAB tak, že konc entrace perylenu byla
1,2510 –5 moldm –3 akoncentracetenzidubyla12,5mmoldm –3.
Do sklen ěných vialek bylo pipetováno r ůzné množství modifikovaného hyaluronanu
Acylhex1 a Acylhex2 tak, že po p řidání 4ml roztoku perylenu vTTAB byla vytvo řená
koncentrační řada hyaluronanu vrozmezí 0,0005–0,02%, p řičemž koncentrace perylenu
a tenzidu z ůstala konstantní. Tyto vzorky byly t řepány na t řepačce p řes noc. Do jiných
skleněných vialek bylo napipetováno takové množství zásob ního roztoku fluoresceinu
vmetanolu tak, aby po odpa ření rozpoušt ědla a p řipipetování 4ml vytvo řeného roztoku
perylenuvTTABahyaluronanu,bylajehokoncentrac evrozmezí10 –6–510 –4 moldm –3.

4.1.5P řípravavzork ů prour čeníCMC

Do sklen ěných vialek bylo napipetováno 50 µl ZR pyrenu vacetonu. Po odpa ření
rozpouštědla bylo p řipipetováno takovémnožství ZRTTAB, aby po dopln ění na 5ml byla
jeho koncentra ční řada vrozmezí 0,002–10mmol dm –3. Ke každé koncentra ční řadě  bylo
připipetovánotakovémnožstvíZRnativníhohyaluronan u,abyjehokoncentracevevzorkupo
doplnění na 5ml byla 0,01%; 0,002% a 0,0005%.Kostat ním koncentra čním řadám bylo
připipetovánotakovémnožstvíZRmodifikovanéhohyalu ronanuACHX1aACHX2,abyjeho
koncentracevevzorkupodopln ěnína5mlbyla0,02%;0,002%a0,0005%.
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4.1.6P řípravavzork ů prour čeníagrega čního číslaTTAB

Do sklen ěných vialek bylo napipetováno 50µl zásobního rozto ku pyrenu. Po odpa ření
rozpouštědla byly p řipipetovány 4ml 12,5mmoldm –3  roztoku TTAB, potom byl
připipetován cetylpyridinium chlorid (CPC) vrozsahu 0–100µl, p řičemž koncentrace
zásobního roztoku CPC byla 1,6810 –3  moldm –3. Nakonec byly všechny vzorky dopln ěny
MiliQ vodou na kone čný objem 5ml. Koncentrace TTAB ve vzorcích byla te dy
10mmoldm –3.Vzorkybyly t řepányna t řepačcep řesnoc.Bylyvytvo řeny t řiparalelní řady
vzorků.

4.1.7 P říprava vzork ů  pro ur čení agrega čního čísla TTAB  v p řítomnosti nativního
hyaluronanu

Do sklen ěných vialek bylo napipetováno 50µl zásobního rozto ku pyrenu. Po odpa ření
rozpouštědla byly p řipipetovány 4ml 12,5mmoldm –3  roztoku TTAB, potom byl
připipetován cetylpyridinium chlorid (CPC) vrozsahu 0–100µl, p řičemž koncentrace
zásobníhoroztokuCPCbyla1,6810 –3 moldm –3.Následn ěbylp řipipetovánroztoknativního
hyaluronanuoMr=418kDatak,žekoncentracehyal uronanuvevzorkupodopln ěnína5ml
MiliQ vodou byla 0,01%, 0,002% a 0,0005%.Vzorky  byly t řepány na t řepačce p řes noc.
Prokaždoukoncentracihyaluronanubylyvytvo řenyt řiparalelní řady.

4.1.8 P říprava vzork ů  pro ur čení agrega čního čísla TTAB  v p řítomnosti
modifikovanéhohyaluronanu

Do sklen ěných vialek bylo napipetováno 50µl zásobního rozto ku pyrenu. Po odpa ření
rozpouštědla byly p řipipetovány 4ml 12,5mmoldm –3  roztoku TTAB, potom byl
připipetován cetylpyridinium chlorid (CPC) vrozsahu 0–100µl, p řičemž koncentrace
zásobního roztoku CPC byla 1,6810 –3  moldm –3. Následn ě bylo p řipipetováno takové
množství derivátu ACHX1 a ACHX2, aby po dopln ění MiliQ vodou na 5ml byla jeho
koncentrace ve vzorku 0,02%, 0,002% a 0,0005%.V zorky byly t řepány na t řepačce p řes
noc.Prokaždoukoncentracihyaluronanubylyvytvo řenyt řiparalelní řady.

4.1.9P řípravavzork ů prostanovenívým ěnyrozpušt ěnéhydrofobnílátkymezimicelami

Do dvou sklen ěných vialek bylo napipetováno 100µl zásobního rozt oku pyrenu, po
odpařenírozpoušt ědlabylyp řipipetovány4ml12,5mMroztokuTTAB.Vzorkybyly třepány
přesnocnat řepačce.Druhýdenbylaprvnívialkadopln ěnavodounaobjem5mladodruhé
vialky bylo p řipipetováno takovémnožství zásobního roztokuACHX1 , aby po dopln ění na
5mlbylajehokoncentracevevzorku0,02%.
Dojinýchdvousklen ěnýchvialekbylonapipetováno200µlzásobníhorozo tkuCPC,poté
bylyp řipipetovány4ml12,5mMroztokuTTAB.Vzorkybyly třepányp řesnocnat řepačce.
Druhýdenbylaprvnívialkadopln ěnavodouna celkovýobjem5ml.Dodruhévialkybyl o
připipetovánotakovémnožstvízásobníhoroztokuACHX1 ,abypodopln ěnína5mlbylajeho
koncentracevevzorku0,02%.
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Do páté sklen ěné vialky bylo odpa řeno 50µl zásobního roztoku pyrenu, po odpa ření
rozpouštědlabylop řipipetováno5ml10mMroztokuTTAB.Taktobylp řipravenreferen ční
vzorek
Všechnyvzorkybylyvloženynanocdoledni čky.Prvníat řetí,adruhýa čtvrtývzorekbyl
smíchánt ěsněp ředm ěřením.


4.2M ěřeníabsorp čníchafluorescen čníchspekter

Absorpční spektra byla m ěřena na UV-VIS spektrometru Varian typ Cary 50 Probe
vrozsahu 200–800nm skrokem 1nm rychlostí 600nm /min. Km ěření fluorescen čních
spekter byl použit luminiscen ční spektrometr Aminco-Bowman Series 2 sxenonovou
(150W) a zábleskovou (7W) lampou. M ěřící rozsah je 220–850nm, rychlost skenu je
3–6000nm/min, p řesnost m ěření je ± 0,5nm. M ěření byla provád ěna p ři teplot ě 20°C,
není-li řečenojinak.
Excitační vlnová délka perylenu byla 411nm, intenzita flu orescence perylenu byla
odečítána p ři 450 nm a to zd ůvodu zavedení korekcí spekter. Perylen p ři 450nm ješt ě
dostatečně fluoreskujeazárove ň  jehoabsorbancep řitétovlnovédélcejeminimální,dochází
tedy kco nejmenšímu zkreslení výsledk ů  vlivem reabsorpce perylenu. Emisní spektrum
perylenusfluoresceinembylopo řizovánovrozsahu420–600nm.
Excitační vlnová délka pyrenu byla 335nm, emisní spektrum bylo po řizováno vrozsahu
360–520nm. Kvýpo čtům agrega čního čísla TTAB byl použit totální integrál emisního
spektra vdaném rozsahu. P ři stanovování vým ěny rozpušt ěné hydrofobní látky mezi
micelamibylajednotliváspektrapo řizovánavteplotnímrozsahu5–50°C.

4.3Vyhodnocení

4.3.1Korekceintenzityfluorescence

Přim ěřeníp řenosuenergiejepožadováno,abyakceptorneabsorbo valp řiexcita čnívlnové
délce donoru. Pokud tomu tak není, je nutné zavést různé korekce na hodnoty nam ěřené
intenzityfluorescencedonoru. Čímvícakceptorp ři tétovlnovédélceabsorbuje, tímrychleji
klesáintenzitafluorescencedonoruavýsledkyjsou zna čnězkreslené.
Další korekce je nutné zavést, abychom potla čili efekt reabsorpce emitujícího zá ření
akceptorem. Zá ření, které dopadne na detektor je tedy nižší a efek t reabsorpce se projeví
nižšímihodnotamiintenzityfluorescence.


)emex(5,010pozkor
λλ ODODFF +⋅⋅=  (28)
  
kde F kor zna čí korigovanou intenzitu fluorescence, F poz je intenzita fluorescence, kterou
naměříme na p řístroji a OD λex a OD λem  jsou optické hustoty vzorku p ři excita ční a emisní
vlnovédélcevtomtopo řadí.
Korigovaná intenzita fluorescence je tedy zvýšená a  velikost zvýšení je daná optickými
hustotamip řiexcita čníaemisnívlnovédélce.Hodnota0,5vexponentuv yplývázgeometrie
měřenífluorescence,kdyjesv ětelnýpaprsekfokusovándoprost ředkyvetyavyzá řenésv ětlo
vycházízest ředukyvety.
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4.3.2.Vyhodnoceníú činnostip řenosuenergie

Nejdříve je nutné vypo čítat p řekryvový integrál donoru a akceptoru vdaném prost ředí.
Jeho hodnotu jemožné spo čítat dle Simpsonova pravidla [25] tak, že po zm ěření emisního
spektradonoruaabsorp čníhospektraakceptoruvestejnémrozsahuvlnových déleksezískané
hodnotydosadídovztahu:
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J  (29)

kde ID je intenzita fluorescence donoru, εA jemolární extink ční koeficient akceptoru a λ je
vlnovádélka.
Dosazením vypo čtené hodnoty do vztahu 4 či 5 vypo čteme Förster ův kritický polom ěr R 0.
Pokud bude vzdálenost obou fluorofor ů  rovna hodnot ě Försterova kritického polom ěru,
účinnostp řenosuenergiebude50%.
Účinnost p řenosu energie je možné získat analýzou úbytku fluor escence donoru dle
vztahu7.Nam ěřenéintenzityfluorescencejenutnékorigovatvizk apitola4.3.1.Znam ěřené
závislosti ú činnosti p řenosu energie na koncentraci akceptoru získáme maxi mální hodnotu
účinnostip řenosuenergie,znížjemožnéspo čítatvzdálenostdvoufluorofor ů podlevztahu6.


4.3.3Stanoveníagrega čního čísla

Metoda stanovení pr ůměrného agrega čního čísla je založena na zhášení fluorescence.
Poissonovo rozd ělení popisuje distribuci fluoroforu a zháše če vmicelárním prost ředí.
Fluorofor emituje zá ření pouze tehdy, když okupuje prázdnou micelu, tedy  bez zháše če.
Naměřenýpom ěrintenzitfluorescencevp řítomnostizháše čeabezvyjad řujerovnice:


]M[
][
0
Q
e
I
I −
=  (29)

kde [ Q] je koncentrace zháše če a  [M] je koncentrace micel, která se spo čítá ze známé
koncentracetenziduajehohodnotyCMC.Vztah29p řecházív:

 ][
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N
ln ag0 Q
I
I
⋅
−
=  (30)

kde N ag je stanovované agrega ční číslo a [S] je koncentrace tenzidu. Nam ěřená závislost
poměruintenzitfluorescencebezavp řítomnostizháše čenajehokoncentracijetedylineární
asm ěrnicetétop římkyjep římoúm ěrnáagrega čnímu číslu.
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4.3.4Stanoveníkritickémicelárníkoncentrace

Kritická micelární koncentrace tenzidu se dá stanov it nap říklad pomocí pyrenu. Pom ěr
intenzit fluorescenceprvního (373nm)a t řetího (383nm)maxima jevelicecitlivýparametr
na polaritu okolí. Vynesením závislosti pom ěru 1:3 na koncentraci tenzidu získáme
Boltzmannovu k řivku, ze které je možné stanovit CMC (viz obrázek 1 3). Tuto k řivku
popisujerovnice:
 ( ) 2/0
21
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A
e
AA
y
xxx
+
+
−
=
∆−
 (31)

kde A 1  a A 2  je maximální a minimální dosažená hodnota, x je koncentrace tenzidu, ∆x je
gradienta x0 jeinflexníbod.
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Obrázek14:CharakteristicképarametryklesajícíBol tzmannovyk řivkysloužícíkestanoveníCMC

Když proložíme nam ěřenou závislost sigmoidní Boltzmannovou k řivkou vprogramu
Origin,výstupemzískámevšechnyhodnotypot řebnéprovýpo četCMC.Aguiarakol.vesvé
prácinazna čilzp ůsob,jakýmlzeur čitvýslednouhodnotukritickémicelárníkoncentrace .Zda
použíthodnotu inflexníhobodu(CMC 1  naobr.13)nebohodnotudruhéhozlomu(CMC 2  na
obr.14).Toto rozhodnepom ěr
x
x
∆
0
.Pokud je jehohodnotanižšínež10, jepoužitaho dnota
inflexního bodu, pokud je tento pom ěr v ětší než 10, je použita hodnota druhého zlomu,
tedyCMC 2 [51].
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4.3.5Stanovenívým ěnyrozpušt ěnéhydrofobnílátkymezimicelami

Zvýsledk ů  experiment ů, které sloužily kur čení agrega čního čísla systému bylo možné
zjistit, jaký je pom ěr fluoroforu (pyrenu) a zháše če (CPC), aby p ři m ěření intenzity
fluorescence pyrenu bylo znatelné, že je pyren zháš en. Tento pom ěr je uveden vkapitole
4.1.8.Protožesem ění intenzita fluorescencesteplotou,bylonutnéna předzm ěřit referen ční
vzorek, tedy jak klesá intenzita fluorescence pyren u vdaném systému bez p řítomnosti
zhášeče. Porovnáním poklesu intenzity fluorescence smícha ných vzork ů  (jeden vzorek
obsahuje micely se solubilizovanýmpyrenem a druhý vzorek obsahuje micely sCPC)
sreferen čnímvzorkemzískámeinformace,zdavlivemteplotyd ocházíkvým ěněpyrenumezi
micelami.

4.3.6Stanoveníchybym ěření

Vzorky byly p řipraveny ve t řech kopiích, p řičemž výsledné hodnoty vynesené vgrafech
jsoupr ůměrnéhodnotym ěřenít ěchtoparalelníchvzork ů.Grafybylyzpracoványvprogramu
MS Excel a chybové úse čky, které jsou znázorn ěny vn ěkterých grafech byly vytvo řeny
pomocí funkce SMODCH, tedy jedná se o sm ěrodatné odchylky, které byly dané rozdílem
naměřenýchhodnotvýšezmín ěnýchparalelníchvzork ů.
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4.4Vlastnostipoužitýchfluorofor ů

4.4.1Perylen

Perylenjehydrofobnífluorofor(viz.obr.15),kte rýjevsou časné
době hodn ě studován vbiologických, medicínských a chemických
systémech, a to p ředevším díky jeho schopnosti solubilizovat se
uvnitř micely [25, 52]. Díky vysokému kvantovému výt ěžku
a velkému spektrálnímu p řekryvu absorp čního spektra semisním
spektrem pyrenu, byla tyta dvojice sond použita pro  zkoumání
rezonančního p řenosu energie p ři navázání na vlákna DNA [53].
Díkyú činnémup řenosu energiemeziperylenema riboflavinem lze
perylen použít kdetekci vitaminu B 2  vlékových tabletách. Tato
metodajejednoduchá,citliváarychlá[29].

4.4.3Fluorescein

Je to fluorofor, který se nej častěji využívá
vmikroskopii jakozna čkovač. Jehoabsorp čnímaximum
ve vod ě je 494nm a emisní maximum 521nm. P ři
460nm se objevuje tzv. izosbestický bod. Fluoresce nce
tétomolekuly jevelicevysokáamávelmikrátkoud obu
života (kolem 3–4ns). Jeho strukturu m ůžeme vid ět na
obrázku 16. Ve vodném roztoku existuje vn ěkolika
formách vzávislosti na pH. Jedná se o kation (abs.
maximum 437nm), neutrální molekulu, monoanion
adianion(abs.maximum490nm).

4.4.4Pyren

Pyren je jedna znejpoužívan ějších fluorescen čních sond.
Fluorescenčníspektrumpyrenuvevod ěvykazujep ěthlavníchpík ů.
Poměrprvního(monomer)at řetíhopíkujecitlivýparametr,kterým
charakterizuje polaritu okolního prost ředí [51, 54]. Zm ěny vjeho
spektrálním chování (pom ěr 1:3) jako funkce koncentrace tenzidu
sevyužívákestanoveníCMCajinýchmicelárníchch arakteristik.
Jeho charakteristická tvorba excimeru p ři vyšších koncentracích
pyrenuvsystému sevyužívákur čenímikroviskozity jehookolí.Tvorba excimeru je řízena
difúznímkoeficientem,kterýjenep římoúm ěrnýviskozit ěprost ředí.
Pyren se také používá kur čení agrega čního čísla tenzid ů, které se získá zhášením jeho
fluorescence.Jakovhodnýzháše čjepoužívánnap říkladTPC[55]neboCPC[56].


Obrázek 15:Perylen
Obrázek16:Fluorescein
Obrázek17:Pyren
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5.VÝSLEDKYADISKUZE

5.1P řenosenergiemeziperylenemafluoresceinemvTTAB

Pokud se emisní spektrum donoru (perylen) p řekrývá sabsorp čním spektrem akceptoru
(fluorescein),m ůže excitace donoru zp ůsobit nezá řivý p řenos energie kakceptoru., který se
následně projeví úbytkem fluorescence donoru.Na obrázku 18  je znázorn ěn p řekryv t ěchto
spekter.

Výsledný p řekryvový integrál, který byl vypo čten podle Simpsonova pravidla [25], má
hodnotu 1,210 –13 M –1 cm 3. Výpo čet p řekryvového integrálu nazna čuje vztah 29. Förster ův
kritický polom ěr je p římo úm ěrný hodnot ě p řekryvového integrálu, viz vztah 5. Pro tento
systémjejehohodnota43,9Å.
Pro výpo čet Försterova kritického polom ěru je mimo jiné pot řeba znát hodnotu
kvantového výt ěžku donoru, vnašem p řípadě perylenu. Jeho hodnota se dá vypo čítat bu ď
pomocí standardu (viz. kapitola 2.4.11) nebo pomocí  známé hodnoty vjiném rozpoušt ědle.
Perylenmádefinovanýkvantovývýt ěžekvn-hexanu,jehožhodnotaje0,98.Pomocívztah u2
bylazískánahodnotakvantovéhovýt ěžkuperylenuvTTAB.Hodnota sm ěrnicep římkových
částí závislostí F int =f(A) pro perylen vn-hexanu a vTTAB je znázorn ěna vgrafu na
obrázku19.Výslednáhodnotakvantovéhovýt ěžkuperylenuvTTAB je0,38.Tatohodnota
bylapoužitaprovýpo četFörsterovakritickéhopolom ěru.

Obrázek.18:Normalizovanáfluorescenceperylenuaa bsorbancefluoresceinu
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Obrázek19:Závislostintegrovanéintenzityfluores cenceperylenunajehoabsorbancivn-hexanu
av10mMTTAB

Účinnost p řenosuenergie je závislánavzdálenosti donoru a ak ceptoru, konkrétn ě na její
šestémocnin ě.Zárove ň všakm ůžemeú činnostp řenosuenergievyjád řitzezm ěřenéhoúbytku
fluorescence donoru viz vztah 10. Vmicelárním syst ému byl použit hydrofobní donor
(perylen), který se p řednostně solubilizuje uvnit ř micelárního jádra a hydrofilní akceptor
(fluorescein), který z ůstává ve vodném prost ředí. Vnašem p řípadě byla použita taková
koncentraceperylenu,ženekaždámicela,kterávr oztokuvznikla,obsahovalaperylen.Tím,
že se zvyšovala koncentrace p řidaného fluoresceinu, byla zvyšována pravd ěpodobnost, že
micely TTAB, které obsahují perylen budou elektrost aticky interagovat salespo ň  jednou
molekuloufluoresceinuatímdojdekp řenosuenergie.Cílembylonalézttakovoukoncentrac i
fluoresceinu, kdy všechnymicely obsahující perylen  interagovaly sfluoresceinem a tím by
byla ú činnost p řenosu energie maximální, kterou lze vtomto systému  dosáhnout. Vtom
případěbybylaú činnostp řenosuenergievzávislostinakoncentracifluoresce inukonstantní.
P řim ěření úbytku intenzity fluorescence bylo nutné zavést  korekce, protože koabsorpce
fluoresceinu (p ři jehovyššíchkoncentracích)p ři excita čnívlnovédélceperylenuanásledná
reabsorpce emitovaného zá ření fluoresceinem zna čně zkreslily výsledky. Takové zkreslené
měřením ůžemevid ětnaobrázku20.
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Zgrafu je patrné, že ú činnost p řenosu má od koncentrace fluoresceinu 3  10–4  mol  dm–3
hodnotu 1. To by zdefinice závislosti ú činnosti p řenosu energie na vzdálenosti donoru
a akceptoru znamenalo, že oba fluorofory jsou vt ěsném kontaktu. Toto je ale vylou čeno
zd ůvoduumíst ěníoboufluorofor ů vroztoku.
V článcích, které se zabývají p řenosem energie vmicelárním prost ředí, auto ři zmín ěné
korekcebu ď nezavád ěli,nebosezmínilioefektukoabsorpcedonoruaak ceptoru,aledáleto
nijaknerozvád ěli.Korekce(vizkapitola4.3.1),kterounavrhujeL akowicz[19],bylapronáš
systémvyhovující.Jaktytokorekceovlivnilyvýsle dnádata,jemožnévid ětnaobrázku21.
Autoři článků  takév ětšinouuvedliú činnostp řenosup řimaximálníkoncentraciakceptoru,
kterou si sami zvolili, aniž by se zmínili, jak se systém chová p ři vyšších koncentracích.
Vmicelárním systému je problém, že fluorofory nejs ou pevn ě navázány a ú činnost p řenosu
energie je tedy závislá na tom, jestli se donor a a kceptor vsystému potkají, nikoli na
vzdálenosti, protože vnašem p řípadě, kdy máme hydrofobní donor a hydrofilní záporn ě
nabitý akceptor vroztoku kationaktivního tenzidu, je vmicelárním systému vzdálenost
konstantní (to jezp ůsobeno tím,žehydrofobnídonorsezabudujedovnit řmicelya akceptor
sedíky elektrostatickým interakcímbudenacházetv hydrofilní částimicely, tedynebude se
volně pohybovat vroztoku a vzdálenost obou fluorofor ů  tedy lze brát jako konstantní).
Zvyšovánímkoncentraceakceptorutedyzvyšujemepra vděpodobnost,žesedonoriakceptor
vsystému potkají a p řenos energie prob ěhne. P ři nižších koncentracích akceptoru je
pravděpodobnostnižšíap řenosenergieprob ěhnejenuzlomkupár ů donor-akceptor.Ú činnost
přenosu energie tedy není maximální, kterou lze vsys tému dosáhnout a nelze tedy sjejí
Obrázek20:Závislostú činnostip řenosuenergienakoncentracifluoresceinu
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pomocí po čítat vzdálenost donoru a akceptoru.Maximální ú činnosti p řenosu lze dosáhnout
vp řípadě,žedalšíp řídavekakceptorunap řenosenergiejižnebudemítvliv.
Měřením byla získána maximální ú činnost, kterou lze vtomto systému dosáhnout. Její
hodnotaje0,95±0,02,cožur čuje,ževzdálenostoboufluorofor ů je27,0±2Å.Vliteratu řeje
uvedeno, že hydrodynamický polom ěrmicely TTAB je 27±1,4Å [56],Gorski aKalus ve
své práci uvedli, že výsledkem jejich m ěření polom ěru micely pomocí SANS je hodnota
poloměru25,5±0,1Å [57], cožnazna čuje, ženámivypo čítanáhodnota je reálnávzhledem
kumíst ěníoboufluorofor ů vsystému.




Obrázek21:Závislostú činnostip řenosuenergienakoncentracifluoresceinuzískanáz
korigovanýchdat(pr ůměrzet řechm ěření)
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5.1.1Vlivp řídavkuHAnaú činnostp řenosuenergievTTAB

Vevodnémroztokujep ředpoklad,žekladn ě
nabitý povrch micel TTAB bude p řitahovat
záporně nabitý řetězec hyaluronanu. Vnašem
případě byl použit hyaluronan smolární
hmotností 418kDa. Porovnáním ú činnosti
přenosu energie vsamotném TTAB a t řech
různých koncentracích hyaluronanu bylo
zjištěno, že p ři nižších koncentracích
fluoresceinu hyaluronan podporuje p řenos
energie (viz obrázek 23). Velikost chybových
úseček daných sm ěrodatnou odchylkou
nepřekročí velikost bod ů  znázorn ěnýchvgrafu.
To nazna čuje, že hyaluronan interaguje
smicelami z řejmě tak, že řetězec hyaluronanu
částečně obalí micelu TTAB, jak je zobrazeno na obrázku 22.  Hyaluronan tak zamezí
fluoresceinu sonou micelou interagovat a tím se sn íží po čet micel, se kterými m ůže
fluorescein interagovat. Dojde tedy ke zvýšení ú činnosti p řenosu energie p ři nižších
koncentracíchfluoresceinu.P řikoncentracifluoresceinuc=310 –4 mol  dm–3 dojdeknavýšení
účinnosti p řenosu na maximální možnou hodnotu vtomto systému. Vp řípadě samotného
TTAB dochází kmaximální ú činnosti p řenosu až p ři koncentraci fluoresceinu
410 –4 mol  dm–3. Hodnota maximální ú činnosti spadá do rozmezí chyby m ěření p řenosu
energievTTABbezp řítomnosti hyaluronanu, tedynedocházíke zm ěnámvevzdálenostech
fluoroforů vlivemp řídavkunativníhohyaluronanu.
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Obrázek23:Vlivkoncentracehyaluronanunaú činnostp řenosuenergie(Mr HA=418kDa)

Obrázek22:Interakcepolymerusmicelárním
systémem[58]
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5.1.2Vlivmolárníhmotnostihyaluronanunaú činnostp řenosuenergievTTAB

Byl studován vlivmolární hmotnosti nativního hyalu ronanu na p řenos energie vTTAB.
Do roztoku byl p řipipetován hyaluronan o r ůzných molekulových hmotnostech (106kDa,
418kDa a1,36MDa), ale zárove ň  všechny vzorky obsahovaly stejnou hmotnostní
koncentracihyaluronanu,tedy0,002%.
Na obrázku 24 je znázorn ěn vliv jednotlivých molekulových hmotností hyaluron anu.
Zgrafujepatrné,žer ůznámolárníhmotnostnevyvolalavýznamnýefekt.Sta novenéhodnoty
účinnosti p řenosu energie jsou tém ěř totožné a vejdou se do rozmezí, které je ur čené
směrodatnouodchylkou.Anivtomtop řípaděvelikostchybovýchúse čeknep řekročívelikost
bodů znázorn ěnýchvgrafu.



Obrázek24:Vlivp řídavku0,002%hyaluronanuor ůznýchMrnap řenosenergie
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5.1.3Vlivp řídavkuderivátuhyaluronanuACHX1naú činnostp řenosuenergievTTAB

Průběhzávislostiú činnostip řenosuenergienakoncentracifluoresceinubyl také sledován
vp řítomnosti modifikovaného hyaluronanu. Jak již bylo psáno výše, derivát ACHX1 je
modifikován hexylovým řetězcem na primární alkoholové skupin ě N-acetylglukosaminové
částimonomeru.Stupe ň  substituce je10%, tedy10%všechmonomer ů  vroztokuobsahuje
hexylový řetězec.Díky tomubymohlymicelyna řetězcihyaluronanuzkondenzovat tak,že
hexylový řetězecbyp ůsobiljakokosurfaktantvmicele.
Jak je vid ět zgrafu na obrázku 25, p ři nižších koncentracích fluoresceinu nedochází
kvýznamné podpo ře p řenosu energie, jako tomu bylo vp řípadě p řídavku nativního
hyaluronanu, a čkoli kdosažení maximální ú činnosti p řenosu sta čí nižší koncentrace
fluoresceinunežvsamotnémTTAB,podobn ějakovp řítomnostinativníhohyaluronanu.Graf
zároveň  nazna čuje vyšší hodnotu celkové dosažené ú činnosti p řenosu vtomto systému, což
ukazujenazmenšenívelikostimicel,pop řípaděm ůžedocházetkdeformaci tvarumicel tak,
že dojde kp řiblížení perylenu a fluoresceinu. Maximální dosažen á hodnota ú činnosti je
0,98±0,01, cožur čuje, ževzdálenost dvou sond je vtomto systému22 ±1Å, což je o 5Å
méně, než vp řípadě samotného TTAB. Chybové úse čky zna čící sm ěrodatnou odchylku
hodnotzískanouzet řechm ěřenínep řesahujívelikostbod ů znázorn ěnýchvgrafu.
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Obrázek25:VlivkoncentraceACHX1naú činnostp řenosuenergievTTAB(pr ůměrzet řechm ěření)
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5.1.4Vlivp řídavkuderivátuhyaluronanuACHX2naú činnostp řenosuenergievTTAB

DerivátACHX2seodderivátuACXH1liší stupn ěmsubstituce, tedypo čtemhexylových
řetězců  namonomer. Ješt ě se nep ředpokládá, že by derivát ve vodném prost ředí agregoval,
alevmicelárnímsystémum ůžeovlivnitjehovlastnosti.
Jak je vid ět zgrafu na obrázku 26, p ři nižších koncentracích fluoresceinu nedochází
kvýznamnépodpo řep řenosuenergie,stejn ějakotomubylovp řípaděp řídavkuACHX1.Jak
ale m ůžeme vid ět, dochází také knavýšení maximální ú činnosti p řenosu energie, tedy ke
zmenšení vzdálenosti obou fluorofor ů. Maximální dosažená ú činnost p řenosu má hodnotu
0,975±0,015, cožznamená, ževzdálenost fluorofor ů  je 24,5±1,5Å.Op ět tedydocházíke
zmenšení velikostimicel oproti samotnémuTTAB, kdy  vzdálenost perylenu a fluoresceinu
byla 27,0±2Å. I vtomto p řípadě chybové úse čky nep řesahují velikost bod ů  vyzna čených
vgrafu.
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Obrázek26:VlivkoncentraceACHX1naú činnostp řenosuenergievTTAB(pr ůměrzet řechm ěření)
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5.2 Stanovení kritické micelární koncentrace TTAB v p řítomnosti nativního a
modifikovanéhohyaluronanu

Stanovení kritické micelární koncentrace vnámi pou žitých systémech je nezbytné pro
stanovení agrega čního čísla t ěchto systém ů. P řídavek opa čně nabitého hyaluronanu m ůže
způsobitzna čnézm ěnyvhodnotáchCMC.
Výpočet kritické micelární koncentrace pomocí pyrenu je popsán vkapitole 4.3.4. Již
porovnáním tvaruBoltzmannovyk řivky lzeur čit, zdap řídavekhyaluronanumán ějakývliv
nakritickoumicelárníkoncentraciTTAB.Nap říkladzgrafunaobrázku27lzevy číst,žep ři
vyššíchkoncentracíchhyaluronanujehodnotaCMCni žšínež1mmoldm –3,cožjenižší,než
hodnotaCMCsamotnéhoTTABvevod ě(CMC TTAB =3,2±0,4mmoldm –3).Z řejmědochází
kinterakcímshyaluronanem tak,že jižp řinízkýchkoncentracíchTTABkondenzujímicely
na řetězci hyaluronanu a vznikají tedy agregáty TTAB-hyalu ronan. Vp řípadě nejmenšího
přídavku hyaluronanu k řivka vykazuje dva zlomy. První zlom by nazna čoval tvorbu již
zmíněnýchagregát ů,p řičemžp řivyššíchkoncentracíchTTABjez řejměmnožstvítenzidutak
velké, že dochází ktvorb ě micel ve volném roztoku a na k řivce tedy dochází kdruhému
zlomu.Hodnotakoncentrace,p řikterénastávádruhýzlomseblížíhodnot ěkritickémicelární
koncentrace TTAB bez p řítomnosti hyaluronanu. Vypo čtené hodnoty CMC ve všech
zkoumanýchsystémechjsoushrnutyvtabulce2.
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Obrázek27:Vlivp řídavkunativníhohyaluronanunakritickoumicelární koncentraciTTAB

Tabulka 2: Hodnoty kritické micelární koncentrace T TAB vp řítomnosti r ůzných koncentrací
nativního čimodifikovanéhohyaluronanuudanévmmoldm –3
Hmotnostníkoncentracehyaluronanuvevzorku
0,0005% 0,0005%Systém 0,01% 0,02% 0,002% 1.zlom 2.zlom
TTAB+HA(418kDa) 0,474 – 0,393 0,139 5,053
TTAB+ACHX1 – 0,495 0,335 – 2,972
TTAB+ACHX2 – 0,083 0,056 0,014 2,415
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5.3Stanoveníagrega čního číslaTTABvevodnémroztoku

Agrega ční číslo tenzidu lzeur čit nap říkladpomocí zhášení.Vnašemp řípadě byl zhášen
pyrenpomocíCPC.SezvyšujícísekoncentracíCPCd ocházíkpoklesuintenzityfluorescence
pyrenu,jakjevid ětnaobrázku27.P řirozenýlogaritmuspodíluintenzityfluorescencepy renu
bezp řítomnostizháše čekuintenzit ě fluorescencevjehop řítomnostijelineárnízávislost(viz
obr.28)ahodnotasm ěrnicep římkyjep římoúm ěrnáagrega čnímu čísluvizvztah30.
Námi stanovená pr ůměrná hodnota agrega čního čísla 10mMTTABp ři 20°C je 133±1.
Chybam ěřeníjeop ětdánasm ěrodatnouodchylkoum ěřenít řechparalelních řadavgrafuna
obrázku 28 je znázorn ěna chybovými úse čkami. Gorski a Kalus stanovili p ři stejné teplot ě
hodnotu126±2,p řičemžkoncentraceTTABbyla105,3mmoldm –3 [57].












Obrázek27:Poklesintenzityfluorescencepyrenupo p řidánír ůznéhomnožstvíCPC
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5.3.1Vlivp řídavkunativníhohyaluronanunaagrega ční čísloTTAB

Pro tyto experimenty byl vybrán hyaluronan smolárn í hmotností 418kDa.Byl sledován
vlivp řídavkuhyaluronanuor ůznékoncentracinapr ůměrnéagrega ční čísloTTAB.Vzhledem
ktomu,žep řivyhodnocováníCMCt ěchtosystém ů bylozjišt ěno,žesez řejmětvo říagregáty
již p ři mnohem nižší koncentraci než je CMC samotného TTA B, výsledné hodnoty
průměrných agrega čních čísel nemusí nic vypovídat o velikostimicel či agregát ů.Hodnoty
vypočtených agrega čních čísel viz tabulka 3. Ze sm ěrnic závislostí p řirozeného logaritmu
podílu intenzit fluorescence bez a vp řítomnosti zháše če se dá odhadnout zm ěna viskozity
hydrofobní domény agregát ů  (obrázek 29). Zhášení mimo jiné závisí i na difúzn ím
koeficientuprost ředí,sníženíhodnotysm ěrnicevýšezmín ěnézávislostiukazuje,žesepyren
zhášíh ůře,tedyjemožné,žedocházíkezvýšeníviskozitya tímsezabra ňujeinterakcipyrenu
sCPC.

Tabulka 3: Vypo čtené hodnoty agrega čních čísel TTAB ve sm ěsi snativním hyaluronanem
oM r=418kDa
Vzorek Nag
10mMTTAB 133±1
10mMTTAB+0,0005%HA 103±13
10mMTTAB+0,002%HA 168±15
10mMTTAB+0,01%HA 112±10

Obrázek28:Závislostp řirozenéhologaritmupodíluintenzitfluorescencepy renu
bezavp řítomnostiCPCnakoncentraciCPC(pr ůměrzet řechm ěření)
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Obrázek29:Závislostp řirozenéhologaritmupodíluintenzitfluorescencepy renubezavp řítomnosti
CPCnakoncentraciCPCvsystémuTTABaHA(pr ůměrzet řechm ěření)

5.3.2Vlivp řídavkuderivátuACHX1naagrega ční čísloTTAB

Stejně jako u nativního hyaluronanu, byl sledován p řídavek i modifikovaného
hyaluronanu. Na obrázku 30 m ůžeme vid ět, že velmi nízké koncentrace vliv na agrega ční
číslo TTAB nemají. Vzhledem ktomu,  že hodnota CMC tohoto systému je tém ěř totožná
shodnotou CMC TTAB ve vod ě, lze porovnávat hodnoty sm ěrnic obou p římek. Jakmile
koncentrace ACHX1 vzroste na hodnotu 0,002%, agreg ační číslo se mírn ě zvýší. P ři
koncentraci 0,02%ACHX1 ve vzorku dojde op ět ke snížení pr ůměrného agrega čního čísla
systému. Pr ůběh závislosti pom ěru intenzit pyrenu 1:3 nazna čuje, že vtomto systému
dochází ktvorb ě agregát ů  již p ři c TTAB ~0,5mmol dm –3, p řičemž k řivka nevykazuje dva
zlomy,dá se tedyp ředpokládat, ževsystému existují pouze agregátyhy aluronan-TTAB. Je
tedy pravd ěpodobné, že vypo čtené agrega ční číslo vtomto systému stanovuje velikost
agregátů, které se vytvo řily. Op ět je diskutabilní, zda je vhodné usuzovat zvypo čtených
agregačních čísel na velikost agregát ů. Vypo čtená agrega ční čísla vp řítomnosti r ůzných
koncentrací ACHX1 viz tabulka 4. Zm ěny hodnot sm ěrnic p římek závislostí udaných na
obrázku30lzediskutovatstejn ějakovp řítomnostinativníhohyaluronanu.

Tabulka 4: Vypo čtené hodnoty agrega čních čísel TTAB ve sm ěsi smodifikovaným hyaluronanem
ACHX1
Vzorek Nag
10mMTTAB 133±1
10mMTTAB+0,0005%ACHX1 138±3
10mMTTAB+0,002%ACHX1 165±4
10mMTTAB+0,02%ACHX1 107±5
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Obrázek30:Závislostp řirozenéhologaritmupodíluintenzitfluorescencepy renubezavp řítomnosti
CPCnakoncentraciCPCvsystémuTTABaACHX1(pr ůměrzet řechm ěření)


5.3.3Vlivp řídavkuderivátuACHX2naagrega ční čísloTTAB

Byl studován také vliv p řídavku derivátu ACHX2. Co se tý če vypo čítaných hodnot
agregačních čísel,majístejnýcharakterjakovp ředchozíchp řípadech.Jenlzeobecn ě  říci,že
vp ředchozíchp řípadechsehodnotyagrega čních číselp řistejnýchkoncentracíchhyaluronanu
více blížily ksob ě, kdežto vp řípadě p řídavku ACHX2 je rozdíl znateln ější. Vp řípadě
hodnotysm ěrnicep římkyvzávislostinaobrázku31 lze říci,žepokudbudeme interpretovat
sklon p římky jako ukazatel viskozity domény, dochází kznat elnějšímu nár ůstu viskozity u
vzorkusnejvyššíkoncentracíACHX2.

Tabulka 5: Vypo čtené hodnoty agrega čních čísel TTAB ve sm ěsi smodifikovaným hyaluronanem
ACHX2
Vzorek Nag
10mMTTAB 133±1
10mMTTAB+0,0005%ACHX2 142±6
10mMTTAB+0,002%ACHX2 199±10
10mMTTAB+0,02%ACHX2 82±20
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Obrázek31:Závislostp řirozenéhologaritmupodíluintenzitfluorescencepy renubezavp řítomnosti
CPCnakoncentraciCPCvsystémuTTABaACHX2(pr ůměrzet řechm ěření)


5.3.4 Vým ěna rozpušt ěné hydrofobní látky mezi micelami TTAB a vliv p řídavku
modifikovanéhohyaluronanunatutovým ěnu

Byly p řipraveny vzorky pyrenu rozpušt ěného vmicelách TTAB a CPC rozpušt ěného
vTTAB.P ředpokladbyl, žepokuddojdepo smíchání t ěchtoodd ěleně p řipravenýchvzork ů
kvým ěněpyrenumezimicelami,dojdekezhášenífluorescenc epyrenudíkyinterakcisCPC.
Poměr po čtu micel, koncentrace pyrenu a koncentrace CPC byl zvolen takový, aby p ři
zhášeníposmíchánívzork ů došlokúbytkufluorescencezhrubanapolovinup ůvodníhodnoty
intenzity.Micely ionogenních tenzid ů  jsou stabilní n ěkolik dní [50], proto bylo zkoumáno,
zda dochází ke splývání micel TTAB vlivem zvýšené t eploty vhorizontu jedné hodiny.
Protože intenzita fluorescence klesá steplotou, by l p řipraven referen ční vzorek, kdy byla
sledována intenzita fluorescence pyrenu p ři rostoucí teplot ě (viz obrázek 32). Porovnáním
poklesuintenzitfluorescencepyrenuvreferen čnímam ěřenémvzorkulzezjistit,zdadochází
kvým ěně pyrenu mezi micelami. Na obrázku 32 je nazna čen trend poklesu intenzity
fluorescence referen čního vzorku. Jak m ůžeme vid ět na obrázku 32, trend poklesu vobou
měřených systémech je stejný jako u referen čního vzorku. Vzhledem ktomu, že p ři žádné
teplotěnedošloknáhlémupoklesuintenzityfluorescence, lze říci,žekesplynutímicelatedy
výměněpyrenumezimicelaminedošlo.


  54
2,E+04
3,E+04
4,E+04
5,E+04
6,E+04
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Teplota,°C
In
te
gr
o
v
a
n
ái
n
te
n
zit
a

flu
o
re
sc
en
ce
TTAB
referentnívzorek
TTAB+ACHX1

Obrázek32:Poklesintenzityfluorescencepyrenuvl ivemteploty
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6.ZÁV ĚR

Cílem práce byla rešerše na téma využití p řenosu energie ve studiu agrega čních a
asociativních proces ů  v koloidních roztocích biopolymer ů  a návrh experiment ů  zam ěřených
na studium p řenosu energie v koloidních roztocích na bázi hyalur onanu a vlivu fyzikáln ě-
chemickýchpodmínek.
Pomocíinternetovéaliterárnírešeršebylozjišt ěnojakýmzp ůsobemlzevyhodnotitp řenos
energie. Rezonan ční p řenos energie slouží jako „spektroskopické pravítko“ , lze tedy sjeho
pomocí ur čit vzdálenosti nap říklad vbiomolekulách či supramolekulárních shlucích.
Vhodným zvolením fluorescen čních sond a tenzid ů  je možné odhadnout velikost agregát ů,
které daný tenzid tvo ří. Byl vybrán hydrofobní perylen (donor), záporn ě nabitý hydrofilní
fluorescein (akceptor) a kationaktivní tenzid TTAB.  Tyto fluoroforymají vysokou hodnotu
překryvovéhointegrálu, tedy1,210 –13 M –1 cm 3 ahodnotakritickéhoFörsterovapolom ěruve
vybraném systému je 43,9Å, což znamená, že pokud b udou tyto sondy od sebe vzdáleny
43,9Å,ú činnostp řenosuenergiebude50%.Provýpo četFörsterovapolom ěrujenutnéznát
kvantový výt ěžekdonoru vdaném prost ředí, vmicelárním prost ředí TTAB byla hodnota
kvantového výt ěžku perylenu 0,38. Analýzou úbytku fluorescence vli vem p řídavku
fluoresceinu byla zjišt ěna maximální hodnota ú činnosti p řenosu energie mezi perylenem a
fluoresceinemvroztokuTTAB(0,95±0,02),cožur čuje,ževzdálenostsondje27,0±2Å.
Ktomuto systému byl p řidáván nativní či modifikovaný hyaluronan vr ůzných
koncentracích a byl sledován vliv jeho p řídavku na ú činnost p řenosu energie. Vp řípadě
nativního hyaluronanu docházelo kpodpo ře p řenosu energie p ři nižších koncentracích
akceptoru, také bylo dosaženo maximální ú činnosti p řenosu p ři nižší koncentraci
fluoresceinu, avšak hodnota maximální ú činnosti se nezm ěnila. Byl také studován vliv
molární hmotnosti nativního hyaluronanu na p řenos energie a bylo zjišt ěno, že p ři stejné
koncentraci hyaluronanu ve vzorku vlivem r ůznémolární hmotnosti ke zm ěnámnedochází.
PřídavekderivátuhyaluronanuAcylhex1aAcylhex2má nap řenosenergie trochu jinývliv.
Nedocházíkvýznamnépodpo řep řenosuenergiep řinižšíchkoncentracíchfluoresceinu,avšak
byla získánavyšší hodnotamaximálníú činnostip řenosuenergie (0,98±0,005prop řídavek
Acylhex1 a 0,975±0,015 pro p řídavek Acylhex2), což znamená zmenšení vzdálenosti
fluoroforů  o 2–5Å. Lze tedy říci, že došlo ke zmenšení micel vlivem p řídavku
hydrofobizovanéhoderivátu.
Analýzou úbytku fluorescence lze také vyhodnotit zh ášení. Pomocí statického zhášení
vmicelárnímprost ředílzeur čitnap říkladpr ůměrnéagrega ční číslovsystému.Jakofluorofor
byl použit pyren a jako zháše č cetylpyridinium chlorid, který p ůsobí jako kosurfaktant. Pro
stanovení agrega čního čísla je nutné znát hodnotu CMC systému. Stanovení C MC bylo
provedeno pomocí pyrenu, kdy byl sledován pom ěr intenzit 1:3 vzávislosti na rostoucí
koncentraciTTABbezavp řítomnostinativního čimodifikovanéhohyaluronanuvn ěkolika
koncentracích.CMCsamotnéhoTTABvevod ě  byla3,2±0,4mmoldm –3, vlivemp řídavku
hyaluronanu se m ěnila vrozmezí 0,014–5,053mmoldm –3, p řičemž nejvíce byla hodnota
CMCovlivn ěnap řídavkemderivátuAcylhex2.Vp řípadě  p řídavkunativníhohyaluronanua
derivátuAcylhex1nebyloovlivn ění takvelkéamíraovlivn ěníCMCbylatém ěř totožná.P ři
nejnižším p řídavku hyaluronanu byly na Boltzmannov ě k řivce, která slouží kvyhodnocení
CMC, patrné dva zlomy, což nazna čuje, že nejprve mohou vznikat agregáty TTAB-
hyaluronanapotommicelyTTAB.Díky tomutozjišt ěnínámnásledn ě vypo čtená agrega ční
čísla t ěchto systém ů  z řejmě ne řeknounico velikosti agregát ů  čimicel, protoženenímožné
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sur čitostí odhadnout, jak to vtakovém systému vypadá a  tedy jestli bylo ur čeno agrega ční
číslo micel, micel zkondenzovaných na řetězci hyaluronanu či agregát ů  micel
shyaluronanem.
Pomocí zhášení fluorescence lze také zkoumat, zda d ochází kvým ěně rozpušt ěné látky
mezimicelami.Bylp řipravenroztokpyrenurozpušt ěnéhovmiceláchTTABavedlen ějbyl
připraven roztok rozpušt ěného CPC vmicelách TTAB. Vp řípadě  splynutí micel by po
smíchání vzork ů  došlo ke kontaktu pyrenu sCPC a intenzita fluores cence by poklesla. P ři
měření vlivu rostoucí teploty na intenzitu fluorescenc e pyrenu bylo zjišt ěno, že ke zhášení
nedochází.Stejn ě tomu takbylo i v p řítomnosti derivátuAcylhex1.Lze tedy říci, žepokud
bude vtomto systému solubilizována hydrofobní látk a, nem ělo by dojít kjejí vým ěně mezi
micelami za podmínek, p ři kterých byl experiment provád ěn, tedy vteplotním rozsahu
5–50°Cav časovémhorizontujednéhodiny.
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8.SEZNAMPOUŽITÝCHSYMBOL ŮAZKRATEK

ACHX1 Acylhex1,modifikovanýhyaluronan,stupe ň substituce10%
ACHX2 Acylhex2,modifikovanýhyaluronan,stupe ň substituce40%
CMC kritickámicelárníkoncentrace
CPC cetylpyridiniumchlorid
CTAB cetyltrimethylamoniumbromid
Da 1dalton=1gmol –1 (jednotkapoužívanávbiochemii)
DNA deoxyribonukleovákyselina
DTAB decyltrimethylamoniumbromid
HOMO nejvýšeobsazenýmolekulovýorbital(highesto ccupiedmolecularorbital)
I3A 3-jodpropanovákyselina
IΦA 4-jodbenzoovákyselina
I10A 10-joddekanovákyselina
LUMO nejnižšíneobsazenýmolekulovýorbital(lowest unoccupiedmolecularorbital)
M moldm -3
M* excitovanámolekula
MM* excitovanýdimer(excimer)
NAg  agrega ční číslo
Q zháše č
RET rezonan čníp řenosenergie(resonanceenergytransfer)
SANS maloúhlovýrozptylneutron ů (singleangleneutronscattering)
SDS dodecylsulfátsodný
TPC tetradecylpyridiniumchlorid
TTAB tetradecyltrimethylamoniumbromid
TX100 polyoxyethylen(9,5)oktylfenol(TritonX-100)
UV-VIS ultrafialováaviditelnáoblastelektromagne tickéhospektra
ZR zásobníroztok
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9.SEZNAMP ŘÍLOH

Příloha 1   UV-VISIBLESpektrofotometr,Cary50Probe

Příloha2 Luminiscenčníspektrometr,AMINCO-Bowman,Series2

Příloha3 Částkoncentra ční řadyfluoresceinuvroztokuperylenuv10mMTTAB

Příloha4 Částkoncentra ční řadyfluoresceinuvroztokuperylenuv10mMTTAB
osvětlenáUV-lmapou
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Příloha4: Částkoncentra ční řadyfluoresceinuvroztokuperylenuv10mMTTABos větlená
UV-lampou








